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I. 要約 

 

動物ウイルスのインフルエンザウイルスやエイズウイルスなどでは，将来の

ワクチン生産に不可欠であるため，時間尺度や拡散経路に関する研究が精力的

に研究されている。一方植物ウイルスではウイルス病防除そして抵抗性植物の

育成にこのような研究が必要であるが，1 本鎖 DNA のジェミニウイルス科のウ

イルス種などに研究が限られている。そこで本研究では，未だ研究の進展して

いないアブラナ科植物に感染する約 8kb の 2 本鎖 DNAを持つカリフラワーモザ

イクウイルス (CaMV) と約 9.8kbの 1本鎖RNAを持つカブモザイクモザイクウ

イルス (TuMV) を取り上げ，両ウイルスの時間尺度と拡散経路について解析し

た。 

CaMV については，ギリシャ，イラン，トルコおよび日本から 67 分離株を採

集し全ゲノム構造を決定後，国際塩基配列データベースに登録されている 9 分

離株の塩基配列と合わせた 76 分離株を用いて分子進化的に解析した。多くの

CaMV ゲノムに組換え部位が認められたため，組換え体を除き CaMV 集団の進

化速度，時間尺度および系統地理学的なパターンを推定した。オープンリーデ

ィングフレーム (ORFs) I-V と ORF VI 領域の分子進化的な比較から，両領域は

異なる進化的な歴史を持っていたことが明らかになり，分子系統解析から本ウ

イルス集団は地理的隔離により分化した 4 グループが存在することが認められ

た。ORFs I-VおよびORF VI領域の塩基置換速度はそれぞれ 1.71および 5.81×10-4 

塩基/部位/年と算出された。この値を基に CaMV 集団の時間尺度を推定すると，

共通祖先と考えられる集団から約 400-500 年前に分岐し，現在のユーラシア大陸

諸国に広く拡がっていると考えられた。また系統地理学的解析から，トルコと

その近隣諸国，また日本およびアメリカ間においても遺伝子流動が起きている

ことが明らかになった。 

TuMV については，オーストラリアおよびニュージーランドから 32 分離株を

採集し全ゲノム構造を決定後，国際塩基配列データベースに登録されている 197

分離株の塩基配列と合わせた 229 分離株について解析した。多くの TuMV ゲノ
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ム中に組換え部位が認められたため，組換え部位の少ない 3 遺伝子 [ヘルパー成

分プロテアーゼタンパク質 (helper-component protease; HC-Pro)*, 第 3 タンパク

質 (third protein; P3)* および核内封入体 b タンパク質 (NIb)*)] の一部領域を用

いて分子進化的解析を行った。両国分離株の組換え解析から，本研究では新た

に 11 組換え体型が認められ，そのうち 1 組換え体型は両国間で共通していたが，

両国の遺伝集団は異なっており，またヨーロッパやアジア諸国の集団とも異な

っていた。ベイズ合祖理論に基づいて解析した結果，HC-Pro*, P3* および NIb* 

遺伝子領域の塩基置換速度はそれぞれ，1.47, 1.35, 1.30×10-4 塩基/部位/年と算出

され，約 80 年前にヨーロッパから両国に侵入し，basal-B2 分子系統サブグルー

プはworld-B2やworld-B3サブグループよりも以前に両国へと侵入してきたと思

われた。 

以上の結果から，本研究は，アブラナ科植物に感染する CaMV と TuMV の時

間尺度と拡散経路を初めて明らかにし，両ウイルスゲノムは似た進化速度を持

つこと，またそれぞれのウイルスは農業の発展の歴史や人類の移動に関係して

進化してきたことを明らかにした。
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II. 要約 (英語) 

 

The timescales and migration routes of animal viruses including Influenza virus 

and Human immunodeficiency virus have frequently been studied for the vaccine 

production. In contrast, although these studies are necessary for viral disease control 

and virus-resistant plant production, only a few studies were reported for 

single-stranded (ss) DNA plant virus species in the family Geminiviridae. In this study, 

the timescales and migration routes of two viruses infecting Brassicaceae plants were 

assessed; Cauliflower mosaic virus (CaMV) which contains a circular double-stranded 

DNA molecule of 8kb and Turnip mosaic virus (TuMV) which contains ss RNA 

molecule of 9.8kb. 

To assess the timescale and migration routes of CaMV, sixty-seven isolates of 

CaMV were collected in Greece, Iran, Turkey and Japan. The genomes were sequenced 

and nine sequences from the international nucleotide sequence databases were also used 

in the subsequent analyses. Recombination was a common feature of CaMV evolution, 

and the open-reading frames (ORFs) I-V had a different evolutionary history from ORF 

VI. The two ORFs evolved at rates between 1.71 and 5.8110-4 substitutions/site/year, 

similar to those of viruses with RNA or ss DNA genomes. The phylogenetic analyses 

showed four geographically confined lineages. CaMV probably spread from a single 

population to other parts of the world around 400-500 years ago, and is now widely 

distributed among Eurasian countries. The results revealed that the evidence of frequent 

gene flow between populations in Turkey and its neighboring countries, and also 

revealed that gene flow between Japan and USA. 

To assess the timescale and migration routes of TuMV, thirty-two isolates of 

TuMV were collected in Australia and in New Zealand. The genomic sequences 

together with 197 isolates from the international nucleotide sequence databases were 

analysed. Eleven recombination type patterns were found in the genomes of the 

Australian and New Zealand isolates, and all were novel. Only one recombination type 
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pattern was found in both countries. Australian and New Zealand populations were 

genetically different, and were different from the European and Asian populations. The 

three non-recombinogenic (HC-Pro*, P3* and NIb*) regions were used for Bayesian 

coalescent analyses. The substitution rates of HC-Pro*, P3* and NIb* regions were 1.47, 

1.35, 1.3010-4 substitution/site/year respectively, and TuMV probably started to 

migrate from Europe to Australia and New Zealand more than 80 years ago. The 

basal-B2 subpopulations of the two countries seen in phylogenetic trees seemed to be 

older than those of the world-B2 and B3 populations. 

This study reports the first assessment of the timescales and migration routes of 

CaMV and TuMV. Both virus genomes had similar evolutionary rates and the 

timescales of two viruses correlated well with the history of agriculture development 

and human migration to both countries.
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III. 緒言 

 

 生物の進化過程でその時間尺度 (共通祖先と分岐した年代) をゲノム情報か

ら推定する分子時計という概念が注目を浴びている。最近，時間尺度の解析に

加え，拡散経路も解析が可能なコンピュータソフトウェアが開発されている。

今日までに様々な動植物種および微生物種で時間尺度の解析が行われ，生物の

進化の道筋が明らかになってきた (Drummond et al., 2012; Duchêne et al., 2014; 

Ho & Duchêne, 2014)。その中でもとりわけヒトに関しては，Darwin (1871) が人

類は共通の祖先を持つと記したように科学研究の黎明期，あるいはそれ以上前

からそのルーツに関して多くの議論が交わされてきた。現在では，現世人類の

誕生や出アフリカなどのヒトの進化の重要な歴史が紐解かれている (Eriksson & 

Manica, 2012; Malaspinas et al., 2016; Timmernann & Friedrich, 2016)。 

ウイルスの時間尺度に関する研究も進展している。その理由として，ウイル

スは他生物と比較して，進化速度が極めて速く，1 世代当たりの複製サイクルが

短いため，変異が集積しやすく，またゲノム長が短いためにゲノム解析が行い

やすいことが挙げられる。動物ウイルスでは研究者間での連携が図られ，また

ウイルス株を得やすいことから塩基配列やその他のゲノム情報が集めやすく，

これら情報を基盤とした分子疫学的な研究が推進されている。動物ウイルスの

中でも人類に甚大な被害をもたらしているヒト免疫不全ウイルス (Human 

immunodeficiency virus; HIV)，デングウイルス (Dengue virus ; DENV) あるいはイ

ンフルエンザウイルス (Influenza virus) を中心に研究がなされており，これらウ

イルスの時間尺度や拡散経路が明らかにされた (Korber et al., 2000; Lemey et al., 

2003; Twiddy et al., 2003; Bahl et al., 2013; Sun & Meng, 2013)。これらの結果から，

ヒトを中心とした宿主の移動がウイルスの発生生態に大きく関与することが明

らかになっている。最近では，インフルエンザウイルスを中心として，その膨

大なゲノム情報や病原性比較のビッグデータから過去の流行や進化の軌跡を探

るだけでなく，未来の進化のシミュレーションそしてより正確な発生予察に関

する研究も試みられてきている (Chao et al., 2010; Ahn et al., 2014; Guo et al., 
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2015)。  

農作物にもウイルスが感染し，食料生産において大きな被害を与えている。

これらウイルス病の被害拡大を防ぐためには，ウイルスの進化や生態の基礎的

な研究が不可欠である。植物ウイルスとしては，Rice yellow mottle virus (RYMV)，

トマト黄化葉巻ウイルス (Tomato yellow leaf curl virus; TYLCV)，Maize streak 

virus (MSV) そしてカブモザイクウイルス (Turnip mosaic virus; TuMV) などで

地球規模あるいは地域規模での時間尺度や拡散に関する研究が進められている 

(Ohshima et al., 2002; Tomimura et al. 2003, 2004; Tan et al., 2004; Tomitaka & 

Ohshima 2006; Lefeuvre et al., 2010; Monjane et al., 2011; Kraberger et al., 2013; 

Nguyen et al., 2013ab)。これら研究から植物ウイルスの地理的分布，拡散時期や

集団遺伝構造が解明され，新規集団の出現や新たな病原性の獲得，ウイルスの

移動についての知見が得られ，植物防疫やウイルスの防除に大きく貢献するこ

とが期待されている。植物ウイルスの集団遺伝構造を研究することは，ウイル

スと宿主の相互作用やウイルスの系統地理学的拡散を理解する上で重要である 

(García-Arenal et al., 2001; Gibbs et al., 2008a; Gibbs & Ohshima, 2010)。今日では世

界的な生鮮野菜類の輸出入が爆発的に増加しており，植物ウイルスを含む病原

体の侵入問題が深刻化・表面化してきている (Cameron et al., 2016; Fuehrer et al., 

2016; Thompson et al., 2016)。今後もこの傾向は続くと見られ，病原体の侵入の機

会は益々増加し，近隣地域からの保毒媒介昆虫の飛来だけでなく，地理的な距

離に関係なく遠くの地域から輸入される汚染種苗などによる病原体侵入の機会

が増加することが予想される。そのためより地球規模での包括的な病原体の危

機管理体制が求められるようになり，いつ拡散したのかという時間尺度の関係

性も含めその基礎的な知見を積み上げる必要がある。 

そこで本研究ではアブラナ科植物に感染するゲノム構造の異なる 2 種のウイ

ルス，2 本鎖 DNA をゲノムに持つカリフラワーモザイクウイルス(Cauliflower 

mosaic virus; CaMV) および 1 本鎖 RNA をゲノムに持つ TuMV の 2 種ウイルス

について，それら集団の時間尺度を推定し，どのように世界的に拡散したかを

探ることを目的とした。両ウイルスのゲノム情報を基に集団の進化速度を推定
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後，集団の時間尺度推定および拡散経路解析を行い，ウイルス集団が「いつ」「ど

こからどこへ」拡散したのかを調査した。CaMV については，日本，イラン，

ギリシャおよびトルコから CaMV 様症状を呈するアブラナ科植物を採集し，そ

れら分離株の全ゲノム構造を網羅的に決定後，時間尺度解析を行い，CaMV が

どのような集団がどのように世界各地に拡散したのかを考察した。TuMV につ

いては，オセアニア地方に位置するオーストラリアおよびニュージーランドか

ら TuMV 様症状を呈するアブラナ科植物を採集し，全ゲノム構造を決定後，い

つ，どのような経路で島国であるこれらの国々に TuMV が侵入したのか，時間

尺度を解析した。さらにこれら結果と合わせて各分離株の遺伝学的性質や生物

学的性質を考慮し，世界的規模での拡散経路について考察した。
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IV. 研究史 

 

 1. ウイルスの時間尺度および拡散 

 

  A. 動物ウイルス 

 

 動物 RNA ウイルスは複製中にエラーを校正する機構を持っておらず，高い割

合で変異体を作ることが知られており，高い遺伝的多様性を持つ (Vignuzzi et al., 

2006)。その遺伝的多様性は宿主の免疫より逃れたり，薬剤抵抗性を獲得するこ

とに寄与し，ウイルスの生存戦略に大きく関与する。ウイルスは常にその宿主

はもちろん，同種・他種ウイルスとの軍拡競争に曝されており，新たな病原性

を獲得あるいは生存に適した宿主が分布している地域に拡散して種を絶やさな

いようにする必要がある (Vignuzzi et al., 2006)。これまで分子進化的研究がこれ

らウイルスの病原性獲得や各系統間の関係性，地理的拡散に関わる進化の道筋

を解明してきた (Faria et al., 2014; Gire et al., 2014; Monne et al., 2014)。 

分子進化的研究が進んでいるウイルスとして HIV がある。HIV は 1983 年に初

めて発見され，世界的流行を引き起こし，年間 110 万人以上の人命を奪ってい

る (Say et al., 2014)。HIV はレトロウイルス科レトロウイルス亜属に分類され，

そのゲノムは約 7.0-8.0×10-5 (置換/部位/年) の高い突然変異率を持ち，ヒトゲノ

ム上に組込まれてプロウイルスの形態をとる。また感染してからの潜伏期間が

2-10 年間と非常に長く，ヒト CD4 細胞を認識する超可変領域を持つ。以上のよ

うに他のウイルスとは極めて異なる性質を持つことから，HIV の治療は困難を

極め，ワクチン開発が遅れている。そのため，遺伝的多様性のメカニズムと特

異的な性質を明らかにするためにも分子進化的研究は非常に重要である 

(Maldarelli et al., 2013)。 

HIV は血清反応および分子系統解析から 2 つの主要な型である 1 型 (HIV-1) 

および 2 型 (HIV-2) に分けられ，前者は世界中に流行し，後者はアフリカのみ

の限定された地域で発生している (Barin et al., 1985; Clavel et al., 1986; Kuiken et 
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al., 1999; Reeves & Doms, 2002)。HIV-1 および HIV-2 の塩基配列をサル免疫不全

ウイルス (Simian immunodeficiency virus; SIV) の塩基配列と比較した結果，HIV-1

はチンパンジーから分離される SIV と遺伝的に近縁，HIV-2 は霊長類のマカクや

スーティーマンガベイから分離される SIV と遺伝的に近縁であった。そのため

HIV の 2 種亜型はこれら SIV に由来すると考えられている。I 型は 4 つの異なる

グループ (M，O，N および P) に分けられる (Keele et al., 2006; Heuverswyn et al., 

2007)。世界中に流行している HIV は HIV-1 のグループ M に属しており (Vidal et 

al., 2000; Kalish et al., 2004)，本グループの起源を探ることにより，ワクチン開発

や治療法に繋がる新しい知見を得られる可能性があり，チンパンジーからヒト

に対して感染した SIV が起源と考えられてきた (Gilbert et al., 2007; Hemelaar et 

al., 2011)。HIV と SIV の塩基配列のデータを合わせた時間尺度の解析も試みられ

ており，SIV と HIV-1 および HIV-2 はそれぞれ約 294-666 年，76-228 年前に分岐

したと推定された (Wertheim & Worobey, 2009)。ヒトおよび HIV の移動から

HIV-1 のグループ M の拡散の歴史を調査した結果，SIV のヒトへの感染は少な

くとも 13 回あったが，1909 年から 1930 年の間，コンゴ民主共和国の首都キン

シャサでパンデミック (世界的大流行) が発生し，それが現在の HIV-1 のグルー

プ M に繋がったと考えられている。そして，1930 年-1950 年の間，キンシャサ

から港まで伸びる鉄道を通してヒトの移動があり，そこから感染がコンゴ民主

共和国全土，次いで国境を接するアフリカ諸国に拡がったとされている (Faria et 

al., 2014)。このように年代推定や拡散経路の解析により，HIV-1 の進化の歴史が

明らかになってきており，これら知見は効果的な治療法の開発およびこれから

の分子疫学的研究に大いに貢献すると考えられる。 

 インフルエンザウイルスはオルソミクソウイルス科に分類され，そのゲノム

はマイナスセンス 1 本鎖 RNA の 8 分節からなる分節ゲノムを特徴とする (King 

et al., 2012)。核タンパク質およびマトリックスタンパク質の抗原性の違いにより

A，B および C 型の 3 種に分類される。感染成立に重要なインフルエンザウイル

スの抗原性は表面タンパク質であるヘマグルチニン (HA) およびノイラミニダ

ーゼ (NA) により決定される。インフルエンザウイルスはその抗原性が容易に
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変化することから，宿主の免疫から巧みに逃れ，薬剤抵抗性を獲得し，流行を

続けて人類に多大な被害を与えている。また，インフルエンザウイルスの抗原

性シフトのメカニズムとして遺伝子再集合が挙げられる。トリ，ブタおよびヒ

トのウイルス間で起きた遺伝子再集合の中には，その抗原性がこれまで人類で

流行していたものとは大きく異なるものがあり，出現したウイルスは時にパン

デミックを引き起こす。人類は 3 度のパンデミックを経験した (Simonsen et al., 

2013)。1918 年の H1N1 ウイルスによるスペイン風邪，1957 年の H2N2 ウイルス

によるアジア風邪，1968 年の H3N2 ウイルスによる香港風邪である。アジアお

よび香港風邪流行の際に分離されたインフルエンザウイルスは，ヒトおよびト

リインフルエンザウイルスに由来したゲノムから構成される再集合体であるこ

とが明らかになっている。1957 年に分離された系統では HA，NA および PB1

タンパク質をコードする遺伝子を，1968 年の系統では HA および PB1 タンパク

質をコードする遺伝子をトリ由来ウイルスから獲得したと考えられている 

(Laver & Webster, 1973; Scholtissek et al., 1978; Kawaoka et al., 1989)。一方 B 型イン

フルエンザウイルスは宿主が限られており，こうしたパンデミックは起こさな

いが，地域的な流行は引き起こす。 

 インフルエンザウイルスが流行するたびにそのウイルス株が凍結保存される

ためウイルス化石のようなものとみなせる (Holmes, 2009)。そのウイルス化石か

らはゲノム情報を得ることができる。塩基置換数とウイルス株を分離した時期

の関係性からインフルエンザウイルスが一定の速度で進化してきていることが

確認されており (Hayashida et al., 1985)，インフルエンザウイルスはほぼ分子進

化の中立説に則って進化した。そのため分子時計を用いた解析が有用である。 

2013 年から中国でヒトにおいて継続的に発生している H7N9 トリインフルエ

ンザウイルスはトリには低病原性であるが，ヒトに対して高病原性であるため，

特に家禽などの生産現場において両者間でのウイルスの伝播は大きな問題とな

っている。本ウイルスは短期間で中国東南部に広く拡散したが，ウイルスに感

染した家禽類の広い地域での移動と生きた家禽類が多数集められる生鳥市場の

存在がその原因として報告されている (Lam et al., 2015)。そして H7N9 は H5N1
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および H9N2 トリインフルエンザウイルスと同じように国境を越えて地球規模

での拡散が起きる可能性も指摘されている (Gao et al., 2013; Wang et al., 2014)。

またトリインフルエンザウイルスの進化を追跡する新しい手法も考案されてお

り「宿主特異的なローカル時計（host-specific local clock）モデル」では，様々な

宿主系統ごとに，独立のウイルス分子進化速度を組込み，解析を行った 

(Worobey et al., 2014)。全ゲノム領域にわたる一貫した進化の歴史が明らかにな

り，ウマ H7N7 ウイルスがトリ由来株の姉妹分岐群にあたり，それらの株との

共通祖先が 19 世紀に存在した (Tao et al., 2015)。また西半球のトリインフルエン

ザウイルス系統は後に，そのゲノム領域の大部分が 1918 年のパンデミックウイ

ルスに寄与し，それとは独立に 1963 年にウマ間で大流行した H3N8 系統にも寄

与した (Gilbert et al., 2014)。 

 インフルエンザウイルスに関しては，過去の流行，塩基配列の変異および病

原性の変化の情報からこれから出現する未来のウイルスの系統や病原性を予測

することも試みられている (Chao et al., 2010; Ahn et al., 2014; Guo et al., 2015)。 

 

  B. 植物ウイルス 

 

 動物ウイルスに比べ，植物ウイルス分離株を保存している機関は少ないため，

分子進化的解析を行うために世界各国からの分離株を多く集めることは非常に

困難である (大島, 2012)。その中でも幾つかの植物ウイルスに関しては研究者間

での連携が図られ，世界中の分離株を用いた解析が行われた (Ohshima et al., 

2002; Ohshima et al., 2007; Lefeuvre et al., 2010; Nguyen et al., 2013a)。 

 TYLCV は 1964 年にイスラエルでは初めて報告されて以来，世界各地で確認

され，葉の黄化，葉巻，落果などの病徴を引き起こすトマト葉巻病の重要病原

であり，栽培トマトに大きな被害を与えている (Cohen & Harpaz, 1964; Antignus 

& Cohen, 1994; Pico et al., 1996)。TYLCV はジェミニウイルス科ベゴモウイルス

属に分類され，唯一の媒介昆虫であるタバココナジラミによって特異的に媒介

される。最近までは循環型・非増殖型の媒介様式と考えられていたが，タバコ



 

12 

 

コナジラミ体内での増殖が確認された (Pakkianathan et al., 2015)。またトマトに

おける種子伝染が報告され，ウイルス汚染種子の輸出入が本ウイルスの世界的

流行に関与している (Kil et al., 2016)。本ウイルスは通常は約 2,800 塩基から構成

される単一の環状 1 本鎖 DNA をゲノムとして持つが，アメリカ大陸由来の

TYLCV は 2 つの環状 1 本鎖 DNA をゲノムとして持つ (Kheyr-Pour et al., 1992; 

Navot et al., 1991; Abhary et al., 2007; Díaz-Pendón et al., 2010)。TYLCV には 7 系統

が存在するが，マイルド系統およびイスラエル系統は世界中に拡散しているが，

その他の 5 系統はイラン国内のみで確認されている。分子時計を用いた解析に

より，本ウイルスは 1980 年代に中東地域でマイルド系統とイスラエル系統が誕

生し，その後近隣諸国に拡がり，アメリカ大陸，ヨーロッパ，東アジアなど世

界各地に拡散したことが明らかになった (Duffy & Holmes, 2007; 2008; Lefeuvre 

et al., 2010; Mabvakure et al., 2016)。そしてこれらの拡散には罹病植物の移動や宿

主のタバココナジラミの拡散が寄与していると考えられた (Gorovits et al. 2014; 

Seal et al., 2006)。一連の研究は，先駆けてウイルスの世界的拡散を解析し明らか

にされ，植物 DNA ウイルスの系統地理学的・分子疫学的研究のモデルケースの

1 つとなっている。 

 RYMV は 1966 年にケニアで初めて発生が報告されて以来，イネが栽培されて

いるアフリカのほとんどの国々で発生が認められ，栽培および野生イネの他に

イネ科雑草でも稀に感染が認められた (Abo et al., 1998)。RYMV はテトラウイル

ス科ソベモウイルス属に分類され，約 4500 塩基から構成されるプラス 1 本鎖

RNA を持つ (Fauquet et al., 2005)。RYMV は地域・宿主が限定されており，ウイ

ルス集団の集団遺伝構造が比較的維持されているため，系統地理学的な研究に

適したウイルスである (Abubakar et al., 2003)。アフリカ諸国から採集した RYMV 

320 分離株中 14 分離株の全塩基配列を用いた時間尺度の解析から，RYMV の起

源地は東アフリカと推定され，そこから西アフリカへ徐々に拡散した (Fargette 

et al., 2004)。アフリカ 11 カ国から採集した RYMV40 分離株の外被タンパク質 

(coat protein; CP) を用いた分子系統解析から，それら分離株は大きく 2 グループ

に分かれ，各グループは東アフリカおよび西・中央アフリカ産の分離株で構成
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されており，東アフリカ集団は西・中央アフリカ集団よりも遺伝的に多様であ

った (Abubakar et al., 2003)。そのため，東アフリカ集団の方が古い集団であるこ

とが推察された (Pinel-Galzi et al., 2009)。また全塩基配列，ORF1，ORF2a，ORF2b

および ORF IV を用いた解析から，RYMV の各系統は系統ごとに異なる進化速

度で進化してきていることが示唆された (Fargette et al., 2008; Pinel-Galzi et al., 

2009)。さらにアフリカ 16 カ国から採集した 253 分離株の外被タンパク質遺伝子

を用いた RYMV の分岐年代推定から，RYMV の出現は約 200 年前であり，出現

の主な原因はアフリカでイネ栽培が拡がったことにより媒介昆虫と栽培イネが

ウイルスを保持している野生イネとが接触する機会が多くなったことが推察さ

れ，イネの栽培化を進めたことが RYMV の進化の大きな推進力ではないかと考

えられた。 

 

 2. カリフラワーモザイクウイルス 

 

  A. 生物学的性質 

 

 CaMV は自然界ではダイコンアブラムシおよびモモアカアブラムシなど少

なくとも 25 種のアブラムシによって半永続的に伝搬され，汁液接種で容易に伝

染することが知られており，種子伝染の記録はない。また CaMV は亜熱帯・温

帯など世界中に広く分布するパンデミックなウイルスであり (Tomlinson, 1987)，

その宿主範囲は主にアブラナ科植物に限られるが，ナス科植物に感染した報告

もある (Shepherd，1981)。アブラナ科植物は人類や動物にとって非常に重要な

作物で世界各地で栽培されており，南西ユーラシアが起源地と考えられている

(Crisp, 1995; Hemingway, 1995; Hodgkin, 1995; MacNaughton, 1995ab)。多くの植物

ウイルスがアブラナ科植物に感染するが，特に TuMV，キュウリモザイクウイ

ルス (Cucumber mosaic virus, CMV) そして CaMV が甚大な被害をもたらしてい

る。 
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B. 粒子およびゲノム構造 

 

 CaMV は動物ウイルスのヘパドナウイルスと同様に逆転写酵素を持ち，増殖

過程で RNA を介するパラレトロウイルスである (King et al., 2012)。CaMV のウ

イルス粒子にはエンベロープがなく，直径約 52 nm の正 20 面体のカプシドタン

パク質から成る (Fig. 1)。ウイルスゲノムは約 8,000 塩基対の 2 本鎖環状 DNA

であり，プラスセンス鎖・マイナスセンス鎖共にギャップが存在する。このギ

ャップは逆転写の過程を経た際に生じ，宿主細胞に感染後，修復される。CaMV

マイナスセンス鎖DNA上には 7個の同じ向きのオープンリーディングフレーム

(ORF) が I から VII まであり，ORFs V-VI 領域間と ORFs VI-VII 領域間にはそ

れぞれ約 150 と 700 塩基対の非翻訳領域が存在する。各 ORF は完全に独立して

いるか，あるいは隣接する ORF とオーバーラップしている (Tang & Leisner, 

1998)。CaMV DNA からは 35S および 19S の 2 種類の RNA が転写される。これ

らの RNAは強力なプロモーターである 35Sプロモーターおよび 19Sプロモータ

ーを含み，ORFs I- V および ORF VII は 35SRNA，ORF VI は 19SRNA から翻訳

される (Fig. 2)。 

 ORF I (first protein; P1) は細胞間移行タンパク質，ORF II (second protein; P2) 

および ORF III (third protein; P3) はアブラムシによる伝搬に関与する。ORF IV 

(fourth protein; P4) は CP をコードし，ORF V (fifth protein; P5) は逆転写酵素，ア

スパラギン酸プロテアーゼおよび RNaseH をコードしている。ORF VI (sixth 

protein; P6) は封入体の構造タンパク質をコードし，他のタンパク質発現の

transactivator として働く。ORF VII にコードされるタンパク質は未知である 

(Haas et al., 2002)。これらのタンパク質は様々な機能を持っており，P1 は隣接す

る細胞へ CaMV 粒子が移行するために必要である (Parbal et al., 1993)。また，P1

の C 末端領域を除く領域は P1 がプラズモデスマータに局在し，CaMV の隣接細

胞への移行を安定させるために必要である (Huang et al., 2001)。P2 はアブラムシ

伝搬に関与し，ウイルスの複製には必ずしも必要ではない (Armour et al., 1983)。
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Fig. 1. Electron micrograph of Cauliflower mosic virus virions (Haas et al., 2002). 
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Fig. 2. Genome map of Cauliflower mosaic virus. Thin lines represent the 

double-stranded circular DNA (8 kbp) with sequence discontinuitied (∆1-3). Major 

ORFs shown by coloured arrows code for the cell-to-cell movement protein (I), 

aphid transmission factors (II and III), the precursor of the capsid proteins (IV), 

the precursor of aspartic proteinase, reverse transcriptase and RNase H (V), and an 

inclusion body protein/translational transactivator (VI). The solid black lines of the 

inner circle are the long and small intergenic regions which contain the 35S and 

19S promoters, respectively. The two external arrowed lines correspond the 35S 

and 19S RNAs. 
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P2 は同じ細胞内に存在する他の P2 あるいは P3 と相互作用し，P2-P2 あるいは

P2-P3 複合体を形成する。P3 は P2 と同様にアブラムシ伝搬に関与し，その N 末

端および C 末端はウイルスの全身感染に重要な役割を果たす (Jacquot et al., 

1998)。また P3 はアブラムシに伝搬される際の CaMV の形態にも影響を与えて

いる (Leh et al., 2000)。P4 は CP の前駆体であり，C 末端領域にプロセシングを

受けて外被タンパク質となる (Guerra-Peraza et al., 2000)。P5 の遺伝子はレトロ

ウイルスの核酸伸長に関与する遺伝子と相同性を示し，ウイルスゲノムの複製

に必須である (Richert-Poggeler & Shepherd, 1997)。また P5 はアスパラギン酸プ

ロテアーゼ，逆転写酵素および RNaseH の働きをする。P6 は感染細胞内におい

て多く存在する複数の機能をもったタンパク質である。封入体の主要な構造タ

ンパク質，そして他のタンパク質発現の transactivator として働く。Transactivator

は CaMV ポリシストロニック mRNA の翻訳活性化，タンパク質の安定化および

複製の効率化に寄与する。一方で P6 は CaMV の宿主範囲の決定 (Schoelz & 

Shepherd, 1988) や感染した植物の病徴にも影響を与える  (Broglio, 1995)。

transactivator はウイルス封入体構成タンパク質であり，CaMV ポリシストロニッ

ク mRNA の翻訳活性化，タンパク質の安定化および複製の効率化に寄与する。

また transactivator の N 末端領域がナス科植物における病原性を決定しているこ

とが報告されている (Kobayashi & Hohn, 2004)。 

 

  C. 分子進化 

 

 これまで CaMV に関する研究は，感染機構，生理学あるいは血清学などが中

心であり，分子進化に関する研究はほとんど進展していない。数分離株に限定

されるがORF VIと全塩基配列を用いた解析では北アメリカ産分離株は 1つのク

ラスターを形成することが示唆されている (Chenault & Melcher, 1993ab, 1994)。

また ORF VI を用いた解析では，イラン東部から採集した分離株と中国産分離株

が同一のクラスターに属し，他の地域から採集したイラン分離株は独立したク

ラスターを形成し，CaMV の集団形成には創始者効果が働いている (Farzadfar & 

Pourrahim, 2013)。 
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3. カブモザイクモザイクウイルス 

 

  A. 生物学的性質 

 

 TuMV はポティウイルス属に分類され，アブラムシによって非永続的に伝播

される (Hamlyn, 1953; Shukla et al., 1994; Fauquet et al., 2005)。園芸作物や農作物

に発生する重要病原ウイルスとしては CMV に次いでランクされている 

(Tomlinson, 1987; Provvidenti, 1996; Ohshima et al., 2002; Walsh & Jenner, 2002; 

Tomimura et al., 2003)。宿主範囲が広く，アブラナ科植物を始めとしてキク科，

アカザ科，ナデシコ科，ナス科など  43 科  156 属  318 種の植物に感染し 

(Edwardson & Christie, 1991)，アフリカ，アジア，ヨーロッパ，オセアニアおよ

び南北アメリカの温帯および亜熱帯地方を中心に広く世界中に発生し，農作物

に被害をもたらしている。ポティウイルス科のウイルスは世界中に分布するた

め，分子進化の研究に適している (Gibbs & Ohshima, 2010)。 

 

  B. 粒子およびゲノム構造 

 

ポティウイルス科はピコルナ様スーパーウイルスグループに属し，中でもポ

ティウイルス科ポティウイルス属は約 180 種のウイルスから構成される。ポテ

ィウイルス属のウイルスの粒子長は 680~900 nm の屈曲したひも状で (Fig. 3)，

プラス一本鎖 RNA をゲノムとして持つ。5’ 末端側にはゲノム結合タンパク質 

(genome linked viral protein; VPg) が共有結合しており，3’ 末端側には様々な長さ

のポリ A (Poly A) 配列が存在する。ポティウイルスのゲノムには単一の ORF が

コードされており，そのポリタンパク質から第 1 タンパク質 (first protein; P1)，

ヘルパー成分プロテアーゼタンパク質 (helper-component protease; HC-Pro)，およ

び核内封入体 a タンパク質 (nuclear inclusion a; NIa) のプロテアーゼ活性によ

りプロセッシングを受けて少なくとも 10 個の成熟したタンパク質が算出され 
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Fig. 3. Electron micrograph of Turnip mosaic virus virions stained with methylamine 

tungstate (Walsh & Jenner, 2002). 
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る (Richmann et al., 1992; Urcuqui-Inchima et al., 2001)。即ち，ポティウイルスゲ

ノムは 5’ 末端側から P1，HC-Pro，第 3 タンパク質 (third protein; P3)， 

6K ダルトン第  1 タンパク質  (6K1)，筒状封入体タンパク質  (cylindrical 

inclusion; CI)，6K ダルトン第 2 タンパク質 (6K2)，VPg，NIa-Pro，核内封入体

b タンパク質 (NIb)，CP から構成される (Riechmann et al., 1992) (Fig. 4)。また

P3 遺伝子領域中に重複して PIPO と呼ばれる小さな ORF が-1/+2 塩基分ずれた

読み枠に見つかった (Chung et al., 2008)。PIPO がコードするタンパク質は，P3

遺伝子の前半部分のタンパク質とそれが合成される途中で読み枠が-1 塩基分ず

れて合成されるタンパク質が融合した P3N-PIPO タンパク質として発現する。 

 これらのタンパク質は様々な機能を持っている。P1 遺伝子は，自身のタンパ

ク質の C 末端を切断するセリンプロテアーゼ活性を持っており (Verchot et al., 

1992; Choi et al., 2002)，N 末端領域は宿主域決定，病徴発現，細胞間移行に関与

していると推定されている (Barrett & Rawlings, 2007; Shi et al., 2007; Rohozková 

& Navrátil, 2011)。HC-Pro 遺伝子は，N 末端領域は細胞間移行，中央領域はアブ

ラムシ伝播性に関与し (Pirone et al., 1983)，C 末端は自身の Gly-Gly を切断す

るパパイン様システインプロテアーゼ活性を有している (Carrington et al., 1989)。

その他にも RNA サイレンシングの抑制 (Valli al., 2006; Fuellgrabe et al., 2011)，

相乗効果と病徴発現，全身移行に関与している。P3 遺伝子は P1 遺伝子と同様

に多様な遺伝子を持ち，ウイルスの蓄積，複製，病原性，抵抗性打破および細

胞間移行に関与すると考えられている (Shukla et al., 1994; Merits et al., 1998; 

Sáenz et al., 2000; Dallot et al.，2001; Johansen et al., 2001; Urcuqui-Inchima et al., 

2001; Jenner et al., 2002, 2003; Suehiro et al., 2004; Tan et al., 2005)。6K1 遺伝子は 

RNA 複製に関与していると考えられている (Riechmann et al., 1992; Lin et al., 

2009)。CI 遺伝子から産出される CI タンパク質は感染した宿主細胞の細胞質に

約 70kDa のタンパク質として局在して筒状封入体を形成し (Rojas et al., 1997)，

ATPase 活性と NTP 存在下で dsRNA を巻き戻す RNA ヘリカーゼ活性 (Láin 

et al., 1991)，病原力と病徴発現 (Zhang et al., 2009)，細胞間移行に関与する。6K2

遺伝子は疎水性アミノ酸領域が存在し，ピコルナウイルスのペプチドと同様の 
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Fig. 4. Genome maps of Turnip mosaic virus and its encoded protein. Arrows indicate 
cleavage sites of polyprotein. 
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配置を示すことから，RNA の複製に関与している (Riechmann et al., 1992)。ま

た，この 6K2 遺伝子はウイルスの長距離移行および病徴の誘発にも関与し，こ

れらの機能は宿主特異的である (Spetz & Valkonen, 2004)。VPg 遺伝子はウイル

ス RNA の 5’ 末端に共有結合し (Murphy et al., 1990)，宿主細胞によるエキソヌ

クレアーゼ活性を阻害してゲノム RNA を保護し，また，直接ウイルスの RNA 

複製酵素と相互作用することから，ウイルス複製の間に RNA 複製酵素が働くた

めのプライマーとして機能すると考えられる。ウイルスタンパク質合成，細胞

間移行やウイルスの長距離移行 (Schaad et al., 1997a; Lellis et al., 2002; Puustinen 

et al., 2002; Dunoyer et al., 2004)，ウイルス粒子の蓄積 (Rajamäki & Valkonen, 

2009) にも関与し，特異的に宿主遺伝子を認識し，抵抗性を決定する際に重要な

役割を果たしている (Dunoyer et al., 2004; Moury et al., 2004)。NIa-Pro 遺伝子は，

核内封入体 a をコードし，ポリタンパク質プロセッシングのためのプロテアー

ゼ活性およびゲノム複製に関与している  (Carrington & Dougherty, 1987; 

Carrington et al., 1988; Hajimorad et al., 1996; Tözsér et al., 2005)。NIb 遺伝子は核内

封入体 b をコードし，GDD モチーフを持つためポティウイルスの RNA 依存 

RNA ポリメラーゼ (RdRp) と考えられ，複製活性を持つ (Hajimorad et al., 1996; 

Hong & Hurt, 1996)。CP 遺伝子は，ウイルス粒子の再構成，植物内でのウイルス

の細胞間移行，長距離移行 (Dolja et al., 1994, 1995; Rojas et al., 1997; López-Moya 

& Pirone, 1998)，ウイルスとアブラムシ伝播性に関与している (Atreya et al., 

1991)。 

 

  C. 分子進化 

 

これまで TuMV の分子進化について研究がなされ (Ohshima et al., 2002, 2007)，

世界各国から採集した分離株の分子進化的な解析から，TuMV ゲノムの分子進

化には突然変異 (Mutation) および組換え (Recombination) が重要であること，

またゲノム型には  4 分子系統グループ  ， basal-Brassica (basal-B) ，

basal-Brassica/Raphanus (basal-BR)，Asian-Brassica/Raphanus (Asian-BR) および 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8874498
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016817020900015X#bbib33
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8874498
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world-Brassica (world-B) 分子系統グループがあり，そのゲノム型は病原型とほぼ

一致していることを明らかにしてきた。TuMV の起源地はヨーロッパを含めた

南西ヨーロッパ地方であり，それらの地域から宿主適応，地理的隔離を受けな

がら世界各地に拡散し，アジア地方へはアブラナ属植物だけでなく，ダイコン

属植物に対する病原性を獲得しながら拡散してきた  (Ohshima et al., 2002; 

Tomimura et al., 2003; Tan et al., 2004; Tomimura et al., 2004; Tan et al., 2005; 

Tomitaka & Ohshima, 2006; Ohshima et al., 2007; Tomitaka et al., 2007; Korkmaz et al., 

2008; Farzadfar et al., 2009; Ohshima et al., 2010; Nguyen et al., 2013ab)。組換え体に

関しては明瞭な組換え部位を持つ分離株が東アジアの分離株で多く見られ，一

方で不明瞭な組換え部位はヨーロッパの分離株に多く見られたことから，東ア

ジアへの侵入は比較的最近のことである (Tomimura et al., 2003)。さらに東アジ

アの分離株を中心にゲノムの一部領域 (P1 遺伝子，6K2 から NIa-Pro 遺伝子まで

の領域および CP 遺伝子) の塩基配列を決定し，これらを連結した塩基配列を用

いて組換え部位について調査したところ，多くの分離株がそのゲノム上に組換

え部位を持っており，特に P1 および VPg 遺伝子に多く見られた。同じ組換え体

型の分離株がアジア広域で認められたため，一度組換えを経験した分離株が東

アジアに拡散したと考えられた (Tan et al., 2004)。東アジアとヨーロッパから

142 分離株を採集して行われた集団遺伝構造の比較から東アジアとヨーロッパ

の TuMV 集団は遺伝的に異なることが示され，各集団の形成には創始者効果が

影響していると推察された (Tomimura et al., 2004)。またアブラナ属植物に感染

性を示すが，ダイコン属植物にほとんど感染性を示さないイギリス産 UK 1 分離

株の感染性 cDNA クローンを用いて，大量のダイコンに接種・継代し，ゲノム

に認められる変異を調査した結果，ダイコンの初期感染には P3 遺伝子内のアミ

ノ酸変異が関与していることが示され，TuMV がアブラナ属植物からダイコン

属植物へ適応してきたことが示唆された (Tan et al., 2005; Ohshima et al., 2010; 

Gibbs et al., 2015)。中華人民共和国と我が国の一部地域から採集した集団遺伝構

造解析からは，両国に見られる一部の遺伝集団は共通しているが一部の集団は

異なっており，特に九州地方において basal-BR 分子系統グループの集団が 
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2000 年以降に突発的に拡散して優位となってきた (Tomitaka & Ohshima, 2007)。

本邦においては，九州地方と本州中央部から採集した集団遺伝構造解析から本

州中央部においても basal-BR 分子系統グループが優位な新興集団であること

が示された (Tomitaka et al., 2006)。間もなくして中華人民共和国の山東省で採集

したダイコンに感染していた TuMV 2 分離株が basal-BR 分子系統グループに属

することが報告され，それらは日本産分離株と高い遺伝的同一性を示した 

(Wang et al., 2009)。トルコ共和国における調査では，アブラナ属およびダイコン

属植物などで TuMV の感染が認められ，全ゲノム構造を決定した 2 分離株はグ

ループ内組換えおよび非組換え体であり，world-B および Asian-BR 分子系統グ

ループに属することが示された。小アジアに属するトルコ共和国においで TuMV

が広く分布していることが初めて明らかとなった (Korkmaz et al., 2008)。またベ

トナムから採集した 30 分離株の全ゲノム構造を決定し，中国そして日本分離株

と集団遺伝構造について比較した結果，これら 3 国間において遺伝子流動が認

められた一方，アジア諸国とヨーロッパ諸国間では遺伝子流動はほとんど認め

られなかった (Nguyen et al., 2013a)。 また分子系統解析から野生のラン科植物

に感染していたウイルスが TuMV の起源型株であり，分子時計を用いた時間解

析の結果，これら TuMV は約 1,000 年前に出現した。さらに単子葉植物を宿主

とする TuMV の外群 (アウトグループ) に位置するウイルスと TuMV の関係性

および TuMV 分子系統樹上での分離株の位相から推測すると，おそらく TuMV

は最初単子葉植物を主な宿主としており，宿主適応を通じてアブラナ科植物を

中心とした双子葉植物への病原性を獲得した (Nguyen et al., 2013a)。以上の詳細

は，大島の総説を参照にされたい (大島，2009; 2012; 2013; 2015ab)。 
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V. 材料および実験方法 

 

1. 供試ウイルス 

A. カリフラワーモザイクウイルス 

 

 日本，イラン，ギリシャおよびトルコで CaMV 様症状を示すダイコン，キャ

ベツおよびカブ植物などを採集した (Table 1, Fig. 5)。日本産 JPN-M，JPN-S1，

JPN-S2，JPN-UV1 および JPN-UV26 分離株については農業生物資源ジーンバン

ク (MAFF 番号 104018，104019，104020，104021 および 104022) から購入した。

それら分離株をカブ (品種; 博多据わり) に接種後，単一病斑分離を最低 3 回行

った後，再度カブ (品種; 博多据わり) に接種し CaMV を増殖させた。これら 67

分離株に加えて国際塩基配列データベースで全塩基配列が公開されている 9 分

離株，さらに塩基配列の一部が公開されている 21 分離株を合わせて，以降の実

験に用いた。 

 

B. カブモザイクウイルス 

 

 オーストラリアおよびニュージーランドで TuMV 様症状を示す Hirschfeldia 

incana，Rapistrum rugosum およびカブ植物などを採集した (Table 2, Fig. 6)。それ

らを Chenopodium quinoa を用いて単一病斑分離を行った後，カブ (品種; 博多

据わり) あるいはNicotiana benthamiana に接種して 32分離株の TuMVを増殖さ

せた。これら分離株に加えて国際塩基配列データベースで全塩基配列が公開さ

れている 197 分離株を合わせて，以降の実験に用いた。 

 

2. 供試植物 

 

CaMV および TuMV 共にオートクレーブ (高圧滅菌) 処理をした土壌に供試

植物の種子を播種し，空調室内 (25℃) で供試植物を育成した。罹病葉と適量の 
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Table 1.  Cauliflower mosaic virus isolates analyzed in this study 

Isolate Original host Location (city, district) 
Year of 

collection 
Reference 

Sequenced region 

or Accession no. 

Asia      

China      

Xinjing Brassica oleracea -, Xinjiang 1963 Xie et al., 1979 , Fang et al., 1985  AF140604 (Full) 

Iran      

Ca-BE39 B. oleracea var. italica -, Esfahan 2004  DQ870913 (partial ORF VI) 

Ca-CAz22 B. oleracea var. botrytis Orumiyeh, Azarbayjan-e-Gharbi 2004 Farzadfar et al., 2007  DQ870907 (partial ORF VI) 

Ca-CAz26 B. oleracea var. botrytis Orumiyeh, Azarbayjan-e-Gharbi 2004 Farzadfar et al., 2007  DQ870908 (partial ORF VI) 

Ca-Cbz10 B. oleracea var. capitata -, Zanjan 2004  DQ870909 (partial ORF VI) 

Ca-Cbz26 B. oleracea var. capitata -, Zanjan 2004  DQ870911 (partial ORF VI) 

Ca-CE1 B. oleracea var. botrytis -, Esfahan 2003 Farzadfar et al., 2007  DQ119041 (partial ORF VI) 

Ca-CKh19 B. oleracea var. botrytis -, Khorasan 2004 Farzadfar et al., 2007  DQ870910 (partial ORF VI) 

Ca-CSh1 B. oleracea var. botrytis Shiraz, Fars 2003 Farzadfar et al., 2007  DQ119040 (partial ORF VI) 

Ca-CQ50 B. oleracea var. botrytis -, Qazvin 2004 Farzadfar et al., 2007  DQ870914 (partial ORF VI) 

Ca-CT4 B. oleracea var. botrytis Varamin, Tehran 2004 Farzadfar et al., 2007  DQ870912 (partial ORF VI) 

Ca-CT22 B. oleracea var. botrytis Karaj, Tehran 2004 Farzadfar et al., 2007  DQ870915 (partial ORF VI) 

Ca-Kh32 B. oleracea var. botrytis -, Khorasan 2004 Farzadfar et al., 2007  EF503597 (partial ORF VI) 

Ca-RT66 Raphanus sativus Karaj, Tehran 2004  DQ870918 (partial ORF VI) 

Ca-TM65 Brassica rapa Mahallat, Markazi 2005  DQ870917 (partial ORF VI) 

Ca-TT56 B. rapa Karaj, Tehran 2004  DQ870919 (partial ORF VI) 

Ca-TY61 B. rapa Meybod, Yazd 2004  DQ870916 (partial ORF VI) 

HC63 Brassica napus Razan, Hamedan 2012 Farzadfar & Pourrahim, 2013 KF015282 (ORF VI) 

HRa4 Raphanus rogusum Hamedan, Hamedan 2012 Farzadfar & Pourrahim, 2013 KF015283 (ORF VI) 

IC1 B. napus Ilam, Ilam 2012 Farzadfar & Pourrahim, 2013 KF015284 (ORF VI) 

IRN1 B. oleracea var. botrytis Uromia, Azarbayjan-e-Gharbi 2003 this study AB863136 (Full) 

IRN2 B. oleracea var. botrytis Uromia, Azarbayjan-e-Gharbi 2003 this study AB863137 (Full) 

IRN3 B. oleracea var. botrytis -, Qazvin 2003 this study AB863138 (Full) 

IRN4 B. oleracea var. botrytis Varamin, Tehran 2003 this study AB863139 (Full) 

IRN5 Brassica pekinensis Karaj, Tehran 2003 this study AB863140 (Full) 

IRN6 B. oleracea var. italica Falavarjan, Esfahan 2003 this study AB863141 (Full) 

IRN7 B. oleracea var. botrytis Karaj, Tehran 2004 this study AB863142 (Full) 

IRN8 Matthiola sp. Mahallt, Markazi 2004 this study AB863143 (Full) 

IRN9 B. rapa Mahallat, Markazi 2004 this study AB863144 (Full) 

IRN10 R. rugosum Vavan, Tehran 2006 this study AB863145 (Full) 

IRN11 B. napus Shiraz, Fars 2006 this study AB863146 (Full) 

IRN12 R. rogusum Vavan, Tehran 2006 this study AB863147 (Full) 

IRN13 R. sativus -, Yazd 2006 this study AB863148 (Full) 

IRN14 B. oleracea var. botrytis Falavarjan, Esfahan 2007 this study AB863149 (Full) 

IRN15 Lepidium sativum Mashhad, Khorasan Razavi 2007 this study AB863150 (Full) 

IRN16 R. sativus Mashhad, Khorasan Razavi 2007 this study AB863151 (Full) 

IRN17 R. sativus Mashhad, Khorasan Razavi 2007 this study AB863152 (Full) 

IRN18 R. sativus Shiraz, Fars 2007 this study AB863153 (Full) 

IRN19 B. oleracea var. 

gongylodes 

Shiraz, Fars 2007 this study AB863154 (Full) 

IRN20 B. rapa Mashad, Khorasan Razavi 2007 this study AB863155 (Full) 

IRN21 R. sativus -, Esfahan 2008 this study AB863156 (Full) 

IRNCaCOr1 B. oleracea var. botrytis Uromia, Azarbayjan-e-Gharbi 2004  DQ119036 (ORF II) 

IRNCaCQ1 B. oleracea var. botrytis Boin-zahra, Qazvin 2001  DQ119038 (ORF II) 

IRNCaCSh1 B. oleracea var. botrytis Shiraz, Fars 2003  DQ119039 (ORF II) 

IRNCaME1 B. oleracea var. italica -, Esfahan 2003  AY703456 (ORF II) 

IRNCaRE4 R. sativus -, Esfahan 2003  DQ119037 (ORF II) 

KEC17 B. napus Kermanshah, Kermanshah 2012 Farzadfar & Pourrahim, 2013 KF015285 (ORF VI) 

KOrC1 B. napus -, Kordestan 2012 Farzadfar & Pourrahim, 2013 KF015287 (ORF VI) 

LC11 B. napus Koram abad, Lorestan 2012 Farzadfar & Pourrahim, 2013 KF015288 (ORF VI) 

LR9 R. sativus Koram abad, Lorestan 2012 Farzadfar & Pourrahim, 2013 KF015286 (ORF VI) 

TuE24 B. rapa -, Esfahan 2012 Farzadfar & Pourrahim, 2013 KF015289 (ORF VI) 

WKBi7 B. oleracea var. capitata Birjand, Khorasan-e-Jonubi 2012 Farzadfar & Pourrahim, 2013 KF015294 (ORF VI) 

WKBi32 B. oleracea var. capitata Birjand, Khorasan-e-Jonubi 2012 Farzadfar & Pourrahim, 2013 KF015295 (ORF VI) 

WKB13 B. oleracea var. capitata Bohnurd, Khorasan-e-Shomali 2012 Farzadfar & Pourrahim, 2013 KF015290 (ORF VI) 

WKB15 B. oleracea var. capitata Bohnurd, Khorasan-e-Shomali 2010 Farzadfar & Pourrahim, 2013 KF015291 (ORF VI) 

WKB17 B. oleracea var. capitata Bohnurd, Khorasan-e-Shomali 2010 Farzadfar & Pourrahim, 2013 KF015292 (ORF VI) 

WKB63 B. oleracea var. capitata Bohnurd, Khorasan-e-Shomali 2012 Farzadfar & Pourrahim, 2013 KF015293 (ORF VI) 

ZC20 B. napus -, Zanjan 2012 Farzadfar & Pourrahim, 2013 KF015296 (ORF VI) 

Japan      

JPNHGB340 B. oleracea -, Hyogo 2010 this study AB863157 (Full) 

JPNKWB778 B. oleracea var. italica Takamatsu, Kagawa 2004 this study AB863158 (Full) 

JPNM B. oleracea -, Tokyo 1960 this study AB863159 (Full) 

JPNN B. oleracea Sendai, Miyagi 2008 this study AB863160 (Full) 

JPNS1 Armoracia rusticana -, Nagano 1965 this study AB863161 (Full) 

JPNS2 A. rusticana -, Nagano 1965 this study AB863162 (Full) 

JPNTKD762 R. sativus Miyoshi, Tokushima 2002 this study AB863163 (Full) 

JPNUV1 B. oleracea -, Ibaraki 1981 this study AB863164 (Full) 

JPNUV26 B. oleracea -, Ibaraki 1981 this study AB863165 (Full) 

S-Japan A. rusticana Yokohama, Kanagawa Not known Takahashi et al., 1989 X14911 (ORF VI) 
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Table 1.  cont. 

Isolate Original host Location (city, district) 
Year of 

collection 
Reference 

Sequenced region  

or Accession no. 

Turkey      

TUR1 B. oleracea var. botrytis Canakkale, Marmora 2006 this study AB863166 (Full) 

TUR2 B. oleracea Balikesir, Marmora 2006 this study AB863167 (Full) 

TUR4 R. sativus Balikesir, Marmora 2006 this study AB863168 (Full) 

TUR5 B. oleracea Canakkale, Marmora 2006 this study AB863169 (Full) 

TUR12 B. oleracea Konya, Center Anatolia 2007 this study AB863170 (Full) 

TUR34 B. oleracea Aksaray, Center Anatolia 2007 this study AB863171 (Full) 

TUR50 B. oleracea Nigde, Center Anatolia 2007 this study AB863172 (Full) 

TUR59 B. oleracea Bursa, Marmora 2007 this study AB863173 (Full) 

TUR69 B. oleracea var. botrytis Bursa, Marmora 2007 this study AB863174 (Full) 

TUR81 B. oleracea Bursa, Marmora 2007 this study AB863175 (Full) 

TUR84 B. oleracea Bursa, Marmora 2007 this study AB863176 (Full) 

TUR94 B. oleracea Canakkale, Marmora 2007 this study AB863177 (Full) 

TUR213 B. oleracea var. botrytis Izmir, Aegean 2007 this study AB863178 (Full) 

TUR214 B. oleracea var. botrytis Izmir, Aegean 2007 this study AB863179 (Full) 

TUR216 B. oleracea var. botrytis Izmir, Aegean 2007 this study AB863180 (Full) 

TUR220 B. oleracea var. botrytis Aydin, Aegean 2007 this study AB863181 (Full) 

TUR239 B. oleracea var. botrytis Canakkale, Marmora 2007 this study AB863182 (Full) 

TUR244 B. oleracea var. botrytis Balikesir, Marmora 2007 this study AB863183 (Full) 

TUR249 B. oleracea var. botrytis Balikesir, Marmora 2007 this study AB863184 (Full) 

TUR263 B. oleracea var. botrytis Canakkale, Marmora 2007 this study AB863185 (Full) 

TUR278 B. oleracea var. botrytis Balikesir, Marmora 2007 this study AB863186 (Full) 

TUR279 B. oleracea var. botrytis Balikesir, Marmora 2007 this study AB863187 (Full) 

TUR285 B. oleracea var. botrytis Bursa, Marmora 2007 this study AB863188 (Full) 

TUR289 B. oleracea var. italica Bursa, Marmora 2007 this study AB863189 (Full) 

TUR303 B. oleracea var. botrytis Umurbey, Tekirdag 2008 this study AB863190 (Full) 

TUR306 B. oleracea var. botrytis -, Center Anatolia 2008 this study AB863191 (Full) 

Europe      

Croatia      

CRO180A B. napus Zagreb, - 2009 this study AB863192 (Full) 

France      

B29 B. oleracea var. botrytis Rennes, Ille-et-Vilaine Not known Pique et al., 1995 X79465 (Full) 

Greece      

GRC83 B. oleracea var. italica Dytiko, Pella 2008 this study AB863193 (Full) 

GRC84B B. oleracea var. italica Dytiko, Pella 2008 this study AB863194 (Full) 

GRC86B R. sativus Athyra, Pella 2008 this study AB863195 (Full) 

GRC86D R. sativus Athyra, Pella 2008 this study AB863196 (Full) 

GRC87E B. oleracea var. botrytis Ionia, Thessaloniki 2008 this study AB863197 (Full) 

GRC87G B. oleracea var. botrytis Ionia, Thessaloniki 2008 this study AB863198 (Full) 

GRC91B B. oleracea var. botrytis Epanomi, Thessaloniki 2008 this study AB863199 (Full) 

GRC92A B. oleracea var. italica Epanomi, Thessaloniki 2008 this study AB863200 (Full) 

GRC92C B. oleracea var. italica Epanomi, Thessaloniki 2008 this study AB863201 (Full) 

GRC92D B. oleracea var. botrytis Epanomi, Thessaloniki 2008 this study AB863202 (Full) 

Hungary      

D/H B. oleracea Budapest, Budapest Not known Howarth et al., 1981 M10376 (Full) 

Italy      

Bari 1 Brassica campestris-rapa 

L 

Bari, Puglia Not known Stratford & Plaskitt, 1988 D00335 (ORF VI) 

Cabbage S B. ruvo Bari, Puglia Not known Franck et al., 1980 V00141 (Full) 

North America      

U. S. A      

BBC B. rapa var chinensis -, California 1988 Chenault & Melcher, 1993a M90542 (Full) 

Cabb B-JI Brassica sp. -, Wisconsin Not known Vaden & Melcher, 1990,  

Geri et al., 2004 

DQ211685 (ORF VI), 

M32813 (ORF III) 

Campbell B. oleracea var. botrytis -, California Not known Shalla et al., 1980 M17415 (ORF I) 

CM1841 Brassica sp. -, California 1967 Gardner et al., 1981 V00140 (Full) 

CMV-1 Not known -, California Not known Chenault & Melcher, 1993b M90543 (Full) 

D4 B. rapa -, California Not known Daubert & Routh, 1990 M23620 (ORF VI) 

NY8153 B. oleracea var. botrytis -, New York Not known Chenault et al., 1992 M90541 (Full) 

PV147 B. rapa -, Wisconsin Not known Volovitch & Modjtahedi 1990 M37581 (ORF II) 

X53860 (ORF VI) 

South America      

Argentina      

W260 Not known -, Mendoza 1985 Qiu & Schoelz, 1992, 

Wintermantel et al., 1993 

M94887 (ORF I, ORF VII), 

L09053 (ORF VI), 

JF809616 (Full) 
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Table 2. Turnip mosaic virus isolates analysed in this study. 
Isolate Original host Location (City, District, Country) Year of 

collection 

Host typea Reference Accession 

code 

Oceania       

Australia       

AU1 Hirschfeldia incana Canberra, ACT 1998 B Imamura, 2007, This study AB989628 

AUST1 (3696F) Cicer arietinum Myall Vale-Narrabri, NSW 2003 B Ohba, 2014, Schwinghamer et al., 

2014, This study 

AB989629 

AUST2 (3834A) Rapistrum rugosum Breeza, NSW 2004 B Ohba, 2014, Schwinghamer et al., 

2014, This study 

AB989630 

AUST3 (3896A) Brassica Juncea Breeza, NSW 2004 B Ohba, 2014, Schwinghamer et al., 

2014, This study 

AB989631 

AUST4 (3896B) B. Juncea Breeza, NSW 2004 B Ohba, 2014, Schwinghamer et al., 

2014, This study 

AB989632 

AUST6 (Q1280) R. rugosum Allora, QLD 2001 B Ohba, 2014,Schwinghamer et al., 

2014, This study 

AB989633 

AUST10 (Q186) B. pekinensis Kalbar, QLD 1996 B Ohba, 2014, This study AB989634 

AUST13 (Q484) B. pekinensis Gatton, QLD 1994 B Ohba, 2014, This study AB989635 

AUST19 (Q2080) R. raphanistrum Melbourne, VIC 2007 B Ohba, 2014, This study AB989636 

AUST21 (5346A) H. incana Tamworth, NSW 2011 B Ohba, 2014, This study AB989637 

AUST22 (5349A) R. rugosum Tamworth, NSW 2011 B Ohba, 2014, This study AB989638 

AUST23 (Q2081) R. raphanistrum Melbourne, VIC 2007 B Ohba, 2014, This study AB989639 

AUST26 (4323A) B. rapa Mullaley, NSW 2007 B Ohba, 2014, This study AB989640 

AUST27 (4323C) B. rapa Mullaley, NSW 2007 B Ohba, 2014, This study AB989641 

AUST28 (5346B) H. incana Tamworth, NSW 2011 B Ohba, 2014, This study AB989642 

AUST29 (5349B) R. rugosum Tamworth, NSW 2011 B Ohba, 2014, This study AB989643 

BRS1 B. rapa Brisbane, NSW 2007 Not known  HM544042 

       

New Zealand       

NZ11 Crocus sativus Mid Canterbury-South Island 2002 ND Noguchi, 2011,Ochoa Corona et al., 

2007, This study 

AB989644 

NZ12 Nasturtium officinale,  Kumeu, Auckland-North Island 2003 ND Noguchi, 2011,Ochoa Corona et al., 

2007, This study 

AB989645 

NZ246 B. napus cv. York Globe Hornby, Mid Canterbury-South Island 1995 B Imamura, 2007, This study AB989646 

NZ290 B. pekinensis Hornby, Mid Canterbury-South Island 1998 BR Tomimura et al., 2003 AB093612 

NZ402 Lepidium oleraceum Stony Bay ,Banks Peninsula, South Island 2010 B Ohba, 2014, This study AB989647 

NZ403 L. oleraceum Island Rock, Banks Peninsula, South Island 2010 B Ohba, 2014, This study AB989657 

NZ403B L. oleraceum Island Rock Banks Peninsula, South Island 2010 B Ohba, 2014, This study AB989658 

NZ412 Pachycladon fastigiatum Lincoln, Mid Canterbury-South Island 2010 B Ohba, 2014, Fletcher et al., 2010, 

This study 

AB989648 

NZ412B P. fastigiatum Lincoln, Mid Canterbury-South Island 2010 B Ohba, 2014, Fletcher et al., 2010, 

This study 

AB989649 

NZ415 L. oleraceum Bridge Point,Otago,South Island 2010 B Ohba, 2014, This study AB989659 

NZ419 B. rapa cv. Marco Methven, Mid Canterbury-South Island 2010 B Ohba, 2014, This study AB989650 

NZ419B B. rapa cv. Marco Methven, Mid Canterbury-South Island 2010 B This study AB989651 

NZ419C B. rapa cv. Marco Methven, Mid Canterbury-South Island 2010 B This study AB989652 

NZL5 (NZ298) Brassica spp. Lincoln, Canterbury-South Island 1999 B Imamura, 2007, This study AB989653 

NZW3 (NZ299) B. rapa Lincoln, Mid Canterbury-South Island 1999 B Imamura, 2007, This study AB989654 

NZW4 (NZ300) B. rapa Lincoln, Mid Canterbury-South Island 1999 B Imamura, 2007, This study AB989655 

NZW6 (NZ302) B. rapa Lincoln, Mid Canterbury-South Island 1999 B Imamura, 2007, This study AB989656 

       

       

       

Asia       

1J Raphanus. sativus Saga, Saga, Japan 1977 BR Ohshima et al. 1996 D83184 

2J B. pekinensis -, Tochigi, Japan 1994 BR Tomimura et al., 2003 AB093622 

59J R. sativus Saga, Saga, Japan 1996 BR Tomimura et al., 2003 AB093620 

AD178J R. sativus Rokunohe, Aomori, Japan 1998 BR Ohshima et al., 2007 AB252094 

AD181J R. sativus Tohoku, Aomori, Japan 1998 BR Ohshima et al., 2007 AB252095 

AD853J R. sativus Ohhata, Aomori, Japan 2002 BR Ohshima et al., 2007 AB252096 

AD855J R. sativus Ohminato, Aomori, Japan 2002 BR Ohshima et al., 2007 AB252097 

AD860J R. sativus Sennai, Aomori, Japan 2002 BR Ohshima et al., 2007 AB252098 

AKD161J R. sativus Ogachi, Akita, Japan 1998 BR Ohshima et al., 2007 AB252099 

AKD934J R. sativus Hachiryu, Akita, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252100 

AKH937J B. pekinensis Yuzawa, Akita, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252101 

AT181J Eustoma russellianum Aomori, Aomori, Japan <1998 BR Ohshima et al., 2007 AB252102 

BJ-B01 B. oleracea Beijing, Beijing, China 2010 Not known  KC119185 

BJ-B02 B. oleracea Beijing, Beijing, China 2010 Not known  KC119186 

BJ-B03 B. oleracea Beijing, Beijing, China 2010 Not known  KC119187 

BJ-B04 B. oleracea Beijing, Beijing, China 2009 Not known  KC119188 

BJ-B05 B. oleracea Beijing, Beijing, China 2009 Not known  KC119189 

BJ-C4 B. oleracea Beijing, Beijing, China 1985-1987 Not known  HQ446217 

BJ-R01 R. sativus Beijing, Beijing, China 2010 Not known  KC119184 

C1 Not known -, -, Taiwan  Not known Not known  AF394601 

C42J B. rapa Saga, Saga, Japan 1993 B Tomimura et al., 2003 AB093625 

CH6       

CHK16 R. sativus Guilin, Guangxi, China 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252104 

CHK16 R. sativus Guilin, Guangxi, China 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252104 

CHL13 R. sativus Lushun, Liaoning, China 1999 BR Ohshima et al., 2007 AB252105 

CHN 1 Brassica sp. -, -, Taiwan <1980 BR Tomimura et al., 2003 AB093626 
a Host type B; Brassica, isolates infected B. rapa cv. Hakatasuwari systemically giving mosaic symptoms. Host type (B); isolates infected B. rapa only 
occasionally. Host type BR; these isolates infected both B. rapa and R. sativus systemically giving mosaic symptoms. Host type B(R); isolates infected B. 
rapa systemically giving mosaic symptoms and infected R. sativus only occasionally. 
b Difficult to infect brassica plants 

c Unclear 
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Table 2. cont. 

Isolate Original host Location (City, District, Country) Year of 

collection 

Host type Reference Accession 

code 

CHN 12 Not known -, -, China <1990 B Jenner et al., 2002 AY090660 

CHZJ26A B. campestris Jiande, Zhejiang, China 1999 B(R) Ohshima et al., 2007 AB252106 

CP845J Calendula. officinalis Kisarazu, Chiba, Japan 1997 BR Tomimura et al., 2003 AB093614 

DMJ R. sativus -, Tochigi, Japan 1996 BR Tomimura et al., 2003 AB093623 

FD27J R. sativus Fukuoka, Fukuoka, Japan 1998 BR Tomimura et al., 2003 AB093618 

FKD001J R. sativus Sukagawa, Fukushima, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252109 

FKD004J R. sativus Funehiki, Fukushima, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252110 

FKH122J B. pekinensis Naraha, Fukushima, Japan 1998 BR Ohshima et al., 2007 AB252111 

GFD462J R. sativus Yoro, Gifu, Japan 2001 BR Ohshima et al., 2007 AB252115 

H1J R. sativus Hirosaki, Aomori, Japan 1996 BR Ohshima et al., 2007 AB252118 

HOD517J R. sativus Kimobetsu, Hokkaido, Japan 1998 BR Tomimura et al., 2003 AB093617 

HRD R. sativus Hongzhou, Zhejiang, China 1998 BR Tomimura et al., 2003 AB093627 

HZ6 Brassica sp. Xiaoshan, Zhejiang, China 1998 B Ohshima et al., 2007 AB252119 

       

Asia       

IWD032J R. sativus Iwaizumi, Iwate, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252120 

IWD038J R. sativus Yahaba, Iwate, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252121 

Ka1J B. pekinensis -, Tochigi, Japan 1994 BR Tomimura et al., 2003 AB093624 

KD32J R. sativus Nankan, Kumamoto, Japan 1998 BR Tomimura et al., 2003 AB093621 

KGD54J R. sativus Sendai, Kagoshima, Japan 1998 BR Ohshima et al., 2007 AB252123 

KWB778J B. oleracea Takamatsu, Kagawa, Japan 2004 B Ohshima et al., 2007 AB252124 

KWB779J B. rapa Takamatsu, Kagawa, Japan 2004 BR Ohshima et al., 2007 AB252125 

KYD073J R. sativus Mineyama, Kyoto, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252126 

KYD81J R. sativus Joyo, Kyoto, Japan 1998 BR Tomimura et al., 2003 AB093613 

Lu2 Brassica sp. -, Shandong, China 1986-1990 Not known  HQ446216 

MED302J R. sativus Shiroyama, Mie, Japan 2001 BR Ohshima et al., 2007 AB252127 

MYD013J R. sativus Yamamoto, Miyagi, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252128 

MYD015J R. sativus Kesennuma, Miyagi, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252129 

ND10J R. sativus Hirato, Nagasaki, Japan 1998 BR Ohshima et al., 2007 AB252130 

NDJ R. sativus Takaki, Nagasaki, Japan 1997 BR Tomimura et al., 2003 AB093616 

NID048J R. sativus Niitsu, Niigata, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252131 

NID119J R. sativus Yuzawa, Niigata, Japan 1998 BR Ohshima et al., 2007 AB252132 

NRD350J R. sativus Gojyo, Nara, Japan 2001 BR Ohshima et al., 2007 AB252134 

RC4 Zantedeschia sp. -, -, Taiwan 2000 BR Chen et al., 2003 AY134473 

SGB088J B. rapa Hikone, Shiga, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252136 

SGD311J R. sativus Nishiazai, Shiga, Japan 1998 BR Tomimura et al., 2003 AB093619 

SMD060J R. sativus Gotsu, Shimane, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252137 

TANX2 R. sativus Tai’an, Shandong, China 2007 BR Wang et al., 2009 EU734433 

TD88J R. sativus Tokyo, Tokyo, Japan 1998 BR Tomimura et al., 2003 AB093615 

TRD052J R. sativus Akasaki, Tottori, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252138 

TRD053J R. sativus Tomari, Tottori, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252139 

Tu-2R1 R. sativus -, Tochigi, Japan Not known BR Suehiro et al., 2004 AB105135 

Tu-3 B. oleracea -, Tochigi, Japan Not known B Suehiro et al., 2004 AB105134 

TW Not known -, -, Taiwan Not known Not known  AF394602 

VIET15 R. sativus Van Giang, Hung Yen, Vietnam 2006 B(R) Nguyen et al., 2013b AB747286 

VIET56 B. juncea Moc Chau, Son La, Vietnam 2007 B Nguyen et al., 2013b AB747287 

VIET58 B. juncea Moc Chau, Son La, Vietnam 2007 BR Nguyen et al., 2013b AB747288 

VIET65 R. sativus Gia Lam, Ha Noi, Vietnam 2007 BR Nguyen et al., 2013b AB747289 

VIET66 R. sativus Gia Lam, Ha Noi, Vietnam 2007 B Nguyen et al., 2013b AB747290 

VIET73 R. sativus Van Giang, Hung Yen, Vietnam 2007 BR Nguyen et al., 2013b AB747291 

VIET79 R. sativus Cam Giang, Hai Dung, Vietnam 2007 BR Nguyen et al., 2013b AB747292 

VIET80 R. sativus Cam Giang, Hai Dung, Vietnam 2007 B Nguyen et al., 2013b AB747293 

VIET82 R. sativus Ban Me Thuot, Dak Lak, Vietnam 2007 B(R) Nguyen et al., 2013b AB747294 

VIET83 R. sativus Ban Me Thuot, Dak Lak, Vietnam 2007 B Nguyen et al., 2013b AB747295 

VIET89 R. sativus Ban Me Thuot, Dak Lak, Vietnam 2007 BR Nguyen et al., 2013b AB747296 

VIET138 B. juncea Thanh Long, Thua Thien Hue, Vietnam 2007 B(R) Nguyen et al., 2013b AB747297 

VIET153 B. juncea Hoi An, Quang Nam, Vietnam 2007 B(R) Nguyen et al., 2013b AB747298 

VIET158 B. juncea Gia Lam, Ha Noi, Vietnam 2007 B(R) Nguyen et al., 2013b AB747299 

VIET159 B. juncea -, Lang Son, Vietnam 2007 B Nguyen et al., 2013b AB747300 

VIET160 B. juncea Huu Lung, Lang Son, Vietnam 2007 B Nguyen et al., 2013b AB747301 

VIET164 B. juncea Thuong Tin, Ha Tay, Vietnam 2007 B Nguyen et al., 2013b AB747302 

VIET166 B. juncea Thuong Tin, Ha Tay, Vietnam 2007 B Nguyen et al., 2013b AB747303 

VIET167 B. juncea Gia Lam, Ha Noi, Vietnam 2007 B Nguyen et al., 2013b AB747304 

VIET169 B. juncea Vo Cuong, Bac Ninh, Vietnam 2007 B Nguyen et al., 2013b AB747305 

VIET170 B. juncea Vo Cuong, Bac Ninh, Vietnam 2007 B(R) Nguyen et al., 2013b AB747306 

VIET172 B. juncea Gia Lam, Ha Noi, Vietnam 2007 B Nguyen et al., 2013b AB747307 

VIET173 B. juncea Viet Yen, Bac Giang, Vietnam 2007 B Nguyen et al., 2013b AB747308 

VIET174 B. juncea Viet Yen, Bac Giang, Vietnam 2007 B Nguyen et al., 2013b AB747309 

VIET175 B. juncea Viet Yen, Bac Giang, Vietnam 2007 B(R) Nguyen et al., 2013b AB747310 

VIET176 B. juncea Vu Thu, Thai Binh, Vietnam 2007 B(R) Nguyen et al., 2013b AB747311 

VIET177 B. juncea Vu Thu, Thai Binh, Vietnam 2008 B Nguyen et al., 2013b AB747312 

VIET178 B. juncea Nam Truc, Nam Dinh, Vietnam 2008 B(R) Nguyen et al., 2013b AB747313 

VIET179 B. juncea Nam Truc, Nam Dinh, Vietnam 2008 B(R) Nguyen et al., 2013b AB747314 

VIET180 B. juncea Viet Yen, Bac Giang, Vietnam 2008 B(R) Nguyen et al., 2013b AB747315 

YAD020J Raphanus sativus Shirataka, Yamagata, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252140 

YAL018J Lactuca sativa Sakae, Yamagata, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252141 

YC5 Zantedeschia sp. -, -, Taiwan 2000 BR Chen et al., 2003 AF530055 

YMD069J R. sativus Misumi, Yamaguchi, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252142 

YMD070J R. sativus Abu, Yamaguchi, Japan 2000 BR Ohshima et al., 2007 AB252143 

WFLB06 R. sativus Weifang, Shandong, China 2006 BR Wang et al., 2009 EU734434 

ZH1 Phalaenopsis sp. -, -, China 2012 Not known  KF246570 

       

Europe       

A102/11 Anemone coronaria -, Liguria, Italy 1993 B Tomimura et al., 2003 AB093597 

A64 A. coronaria -, Liguria, Italy 1991 B Tomimura et al., 2003 AB093599 
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Table 2. cont. 

Isolate Original host Location (City, District, Country) Year of 

collection 

Host type Reference Accession 

code 

Europe       

Al Alliaria officinalis -, Piedmont, Italy 1968 (B) Tomimura et al., 2003 AB093598 

AllA A. officinalis -, -, Denmark 1991 B Nguyen et al., 2013a AB701694 

ASP Allium sp. Gatersleben, Sachsen-Anhalt, Germany 1995 B Nguyen et al., 2013a AB701697 

BEL 1 Rorippa nasturtium-aquaticum Wavre, Walloon Brabant, Belgium 1986 B Nguyen et al., 2013a AB701698 

Cal1 Calendula officinalis -, Liguria, Italy 1979 BR Tomimura et al., 2003 AB093601 

CAR37 Cochlearia armoracia -, -, Poland 2004 Not known Kozubek et al., 2007 DQ648592 

CAR37A C. armoracia -, -, Poland 2004 Not known Kozubek et al., 2007 DQ648591 

CAR39 C. armoracia -, -, Poland 2004 Not known  EF374098 

CAR51 C. armoracia -, -, Poland 2004 Not known  HQ637383 

CRO184A Brassica napus Zagreb, Zagreb, Croatia 15. 5. 2009 Not known Musić et al., 2014 KF595121 

CZE 1 B. oleracea Ruzyne-Prague, Prague, Czech Republic 1981 B Tomimura et al., 2003 AB093608 

CZE 5 B. rapa Ceske Budejovice, South Bohemian Region, 

Czech Republic 

1993 B Ohshima et al., 2007 AB252107 

DEU 1 Not known -, -, Germany <1976 B Nguyen et al., 2013a AB701699 

DEU 2 Raphanus sativus -, -, Germany <1993 B Nguyen et al., 2013a AB701700 

DEU 4 Lactuca sativa Stuttgart, Baden-Württemberg, Germany 1986 BR Nguyen et al., 2013a AB701701 

DEU 5 L. sativa Monchengladbach, Nordrhein-Westfalen, 

Germany 

1991 B Nguyen et al., 2013a AB701702 

DEU 7 L. sativa Frankfurt, Hessen, Germany 1994 B Nguyen et al., 2013a AB701695 

DNK 2 B. napus -, -, Denmark <1993 B Ohshima et al., 2007 AB252108 

DNK 3 B. rapa -, -, Denmark 1978 B Ohshima et al., 2007 AB701703 

DNK 4 B. rapa -, -, Denmark 1986 B Nguyen et al., 2013a AB701704 

Eru 1D Eruca sativa -, Piedmont, Italy 1991 B Nguyen et al., 2013a AB701705 

ESP 1 Eruca vesicaria subsp. sativa -, -, Spain 2001 B Nguyen et al., 2013a AB701706 

ESP 2 Sisymbrium orientale Las Matas, Aragón, Spain 2001 B Nguyen et al., 2013a AB701707 

FRA 2 B. napus -, -, France <1994 B Nguyen et al., 2013a AB701708 

FRD 1 B. oleracea -, -, Germany 1987 B Ohshima et al., 2007 AB252112 

GBR 7 Rheum rhabarbarum -, Gloucestershire, UK 15.9.1993 B Nguyen et al., 2013a AB701709 

GBR 8 Lunaria annua -, Essex, UK 20.4.1994 B Nguyen et al., 2013a AB701710 

GBR 27 B. oleracea Kimmeridge, Dorset, UK 24.3.1999 B Nguyen et al., 2013a AB701711 

GBR 30 B. oleracea Kimmeridge, Dorset, UK 26.4.1999 B Nguyen et al., 2013a AB701712 

GBR 31 B. oleracea Chapman’s Pool, Dorset, UK 26.4.1999 B Nguyen et al., 2013a AB701713 

GBR 32 B. oleracea Chapman’s Pool, Dorset, UK 26.4.1999 B Nguyen et al., 2013a AB701714 

GBR 36 B. oleracea Winspit, Dorset, UK 18.6.1999 B Ohshima et al., 2007 AB252113 

GBR 38 B. oleracea Winspit, Dorset, UK 15.7.1999 B Nguyen et al., 2013a AB701715 

GBR 50 wild B. oleracea Staithes, Yorkshire, UK 28.9.1999 B Ohshima et al., 2007 AB252114 

GBR 51 wild B. oleracea Staithes, Yorkshire, UK 28.9.1999 B Nguyen et al., 2013a AB701742 

GBR 57 wild B. oleracea Llandudno, Conwy, UK 12.9.2000 B Nguyen et al., 2013a AB701716 

GBR 83 wild B. oleracea Llandudno, Conwy, UK 20.8.2002 B Nguyen et al., 2013a AB701717 

GBR 91 wild B. oleracea Llandudno, Conwy, UK 20.8.2002 B Nguyen et al., 2013a AB701718 

GBR 98 wild B. oleracea Winspit, Dorset, UK 28.8.2002 B Pallett et al., 2007 EU861593 

GK1 Matthiola incana -, -, Greece <1989 B Nguyen et al., 2013a AB701696 

GRC 17 B. oleracea Volos, Magnesia, Greece 1993 B Ohshima et al., 2007 AB252116 

GRC 42 wild Allium sp. -, -, Greece 1999 B Ohshima et al., 2007 AB252117 

HUN 1 Alliaria petiolata -, -, Hungary <1996 B Nguyen et al., 2013a AB701719 

ITA 1A Brassica ruvo -, Campania, Italy 1990 B Nguyen et al., 2013a AB701720 

ITA 2 Cheiranthus cheiri -, Campania, Italy 1992 BR Nguyen et al., 2013a AB701721 

ITA 3 B. ruvo -, Campania, Italy 1990 B Ohshima et al., 2007 AB252122 

ITA 4 B. rapa -, Campania, Italy 1990 B Nguyen et al., 2013a AB701722 

ITA 5 B. ruvo -, Campania, Italy 1990 B Nguyen et al., 2013a AB701723 

ITA 6 M. incana -, Campania, Italy 1992 B Nguyen et al., 2013a AB701724 

ITA 7 R. raphanistrum -, Campania, Italy 1990 BR Tomimura et al., 2003 AB093600 

ITA 8 Abutilon sp. -, Piedmont, Italy 09.1993 BR Nguyen et al., 2013a AB701725 

ITA 9A Cucurbita pepo -, -, Italy <1995 B Nguyen et al., 2013a AB701726 

NLD 1 B. oleracea -, -, The Netherlands <1995 B Ohshima et al., 2007 AB252133 

NLD 2 B. oleracea -, -, The Netherlands <1995 B Nguyen et al., 2013a AB701727 

OM-A Orchis militaris Celle, Lower Saxony, Germany 1981 DIc Nguyen et al., 2013a AB701691 

OM-N O. militaris Celle, Lower Saxony, Germany 1981 DI Nguyen et al., 2013a AB701690 

ORM O. morio Celle, Lower Saxony, Germany 1983 (B) Nguyen et al., 2013a AB701692 

OS O. simia Celle, Lower Saxony, Germany 1981 DI Nguyen et al., 2013a AB701693 

POL 1 B. napus oleifera Poznan, Wielkopolska, Poland <4.10.1993 B Nguyen et al., 2013a AB701728 

POL 2 Papaver somniferum Czempin, -, Poland <4.10.1993 B Nguyen et al., 2013a AB701731 

POL 4 B. napus oleifera Grabianowo, Wielkopolska, Poland <4.10.1993 B Nguyen et al., 2013a AB701732 

PRT 1 B. oleracea acephala -, Madeira, Portugal 1993/1994 B Nguyen et al., 2013a AB701729 

PV0054 B. oleacea -, -, Germany Not known B Nguyen et al., 2013a AB701730 

PV0104 L. sativa Stuttgart, Baden-Württemberg, Germany 1986 BR Tomimura et al., 2003 AB093603 

PV376-Br B. napus Braunschweig, Lower Saxony, Germany 1970 B Tomimura et al., 2003 AB093604 

Rn98 Ranunculus asiaticus -, Liguria, Italy 1997 B Ohshima et al., 2007 AB252135 

RUS 1 Armoracia rusticana -, -, Russia 1993 B Tomimura et al., 2003 AB093606 

RUS 2 B. napus Moscow, Moscow, Russia Not known B Tomimura et al., 2003 AB093607 

St48 Limonium sinuatum -, Toscana, Italy 1993 B Tomimura et al., 2003 AB093596 

TIGA Tigridia sp. Braunschweig, Lower Saxony, Germany 1983 (B) Nguyen et al., 2013a AB701734 

TIGD Tigridia sp. Braunschweig, Lower Saxony, Germany 1983 (B) Nguyen et al., 2013a AB701735 

UK 1 B. napus -, Warwickshire, UK 1975 B Jenner et al., 2000 AF169561 

UT Utricularia sp. Wuerzburg, Bayern, Germany 1997 B Nguyen et al., 2013a AB701736 
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Table 2. cont. 

Isolate Original host Location (City, District, Country) Year of 

collection 

Host type Reference Accession 

code 

Other       

BZ1 B. oleracea -, Federal, Brazil 1996 B Tomimura et al., 2003 AB093611 

CDN 1 B. napus napobrassica -, -, Canada <1988 B Jenner et al., 2003 AY227024 

IRNTRa6 Rapistrum rugosum Varamin, Tehran, Iran 2004 B Farzadfar et al., 2009 AB440238 

IRNSS5 Sisymbrium loeselii Semnan, Semnan, Iran 2003 B Farzadfar et al., 2009 AB440239 

IS1 Allium ampeloprasum -, -, Israel 1993 B Tomimura et al., 2003 AB093602 

KEN 1 B. oleracea -, -, Kenya 1994 B Tomimura et al., 2003 AB093605 

PV134 Sesynibium sp. -, California, USA <1960 B Nguyen et al., 2013a AB701737 

PV389 Tulipa gesnerana Beltsville, Maryland, USA 1986 B Nguyen et al., 2013a AB701738 

Q-Ca B. rapa -, -, Canada Not known Not known Nicolas & Laliberté, 1991 D10927 

TUR1 B. oleracea Canakkale, Marmora, Turkey 2004 B Korkmaz et al., 2008 AB362512 

TUR9 R. sativus Balikesir, Marmora, Turkey 2005 BR Korkmaz et al., 2008 AB362513 

USA 1 B. oleracea -, -, USA <1980 B Tomimura et al., 2003 AB093609 

USA 4 B. pekinensis -, -, USA 1993 B Nguyen et al., 2013a AB701739 

USA 5 R. sativus San Francisco, California, USA 2002 BR Nguyen et al., 2013a AB701740 

USA 6 R. sativus San Francisco, California, USA 2002 BR Nguyen et al., 2013a AB701741 
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Fig. 5. Map showing the provenance of Cauliflower mosaic virus isolates which were 
studied. Dots on the map correspond to the isolates listed in Table 1. 
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Fig. 6. Maps showing the provenance of the Turnip mosaic 
virus isolates from Australia and New Zealand that were 
studied. Dots on the map correspond to the isolates listed 
in Table 2. 



 

34 

 

0.01 M リン酸緩衝液 (pH 7.0) を乳鉢に入れて磨砕し，カーボランダム (600 

メッシュ) を用いた塗沫接種によりウイルスの接種を行った。 

 

3. 宿主反応調査 

 

CaMV については，カブ (品種; 博多据わり)，カリフラワー (品種; スノーク

イーン)，ブロッコリー (品種; チャレンジャー)，キャベツ (品種; 新星，早秋お

よび稜山 2 号)，タアサイ (品種; タアサイ)，ナタネ (品種; 大粒)，ハクサイ (品

種; 野崎 1 号)，コールラビ (品種; グランデューク) を用いて宿主反応について

検討した。 

 TuMV については，採集した分離株についてカブ (品種; 博多据わり)，C. 

quinoa，ダイコン (品種; 秋まさり，耐病総太りおよびエベレスト)，カラシナ 

(品種; 葉からし菜)，ナタネ (品種; 農林 32 号)，キャベツ (品種; 稜山 2 号お

よび新星)，ハクサイ (品種; 野崎 1 号および結球京都 3 号) の宿主反応につい

て検討した。接種した植物を約 1 ヶ月間，ガラス室内で育成し，病徴を観察し

た後，病徴が不明瞭な植物および病徴が認められなかった植物について，二重

抗体サンドイッチ酵素結合抗体法  (Double antibody sandwich-enzyme linked 

immunosorbent assay; DAS-ELISA) (Clark & Adams, 1977) によって感染の有無を

確認した (Fig. 7)。DAS-ELISA は初めに炭酸・重炭酸緩衝液 (pH9.6) で希釈し

た IgG (1.25 µl/ml) をマイクロウェルプレートに CaMV の場合 100 µl，TuMV の

場合 200 µl ずつ分注し，37℃で 3 時間静置した。その後プレートに吸着しなか

った IgG を除くため，0.05%の Tween-20 を含む 0.02M リン酸緩衝液生理食塩水 

(PBS-Tween) で 3 回洗浄した後，磨砕した粗汁液を 100 あるいは 200 µl ずつ分

注し，4℃で一晩静置した。 IgG と結合しなかった抗原を除くため 0.02M 

PBS-Tween で 3 回洗浄した後，0.02M PBS-Tween で希釈したコンジュゲートを

100 あるいは 200 µl ずつ分注し，37℃で 3 時間静置した。さらに抗原と反応しな

かった抗体を除くため，0.02M PBS-Tween で 3 回洗浄した後，p-ニトロフェニ

ルリン酸二ナトリウム 6 水和物 (1mg/ml) を溶解したジエタノールアミン溶液
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405 

Fig. 7. Double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay 

(DAS-ELISA). 
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を 100 あるいは 200 µl ずつ分注した後，室温で静置して 15 分あるいは 30 分お

きに吸光度を測定した。なお，吸光度 (A405) が陰性コントロールの 2-3 倍以上

の値を示した試料を陽性反応とした。 

 

4. ウイルスゲノム構造の決定 

A. カリフラワーモザイクウイルス 

 

 多くの分離株についてはダイレクトシーケンス法にて塩基配列決定を行った

が，21 分離株についてはポリメラーゼ連鎖反応産物では検出した蛍光シグナル

が重複し，一部ゲノム領域の塩基配列決定が困難であったため，クローニング

を行い塩基配列を決定した。 

 

a. 合成プライマーの設計 

 

ポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) および塩基配列の決定に用いたプライマーを，

既に植物ウイルス病制御学研究室で決定されている CaMV ゲノムの塩基配列

および国際塩基配列データベースに登録されている CaMV ゲノムの塩基配列を

もとに設計した (データ未掲載)。 

 

b. ウイルス核酸抽出 

 

 CaMV 感染葉から DNAeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) (Fig. 8) を用い，プロト

コールに準じて全 DNA を抽出した。抽出した全 DNA を DEPC-Treated Water 

(アンビオン) に溶解して分光光度計 GeneQuant pro (アマーシャムファルマシア

バイオテック) で吸光度を測定し，OD260=20 を 1 μg/μl とし，全 DNA 濃度を

算出した。 

 

c. ポリメラーゼ連鎖反応産物による塩基配列の決定 
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Fig. 8. DNA extraction by QIAGEN, DNAeasy Plant Mini Kit. 

Disrupt plant leaf issue (0.02g for lyophilized and 0.1g for fresh leaf issue)

using a sterile mortar and pestle

・Add 400 μl of AP1 buffer to the mortar and ground the sample

Transfer supernatant into 1.5 ml tube

・Add 2 μl  of the RNase A stock solution (100 mg/ml)

・Vortex vigorously

・Incubate the tube at 65 ℃ for 10 min

・Add 130 μl  of AP2 buffer

・Incubate on ice for 5 min

・Centrifuge 12,000 rpm at room temperature for 5 min

Transfer supernatant into QIAshreder Mini spin column placed on a 2 ml tube

・Centrifuge 12,000 rpm at room temperature for 2 min

Transfer the filtrated solution into new 1.5 ml tube

・Add 1.5 time volume AP3/E buffer

・Mix by pipetting immediately

・Add 550 μl of the solution to a DNeasy Mini Spin Column

・Centrifuge 9,000 rpm at room temperature for 1.5 min

・Discard the fellow -through

・Add remaining solution to a DNeasy Mini Spin Column

・Centrifuge 9,000 rpm at room temperature for 1.5 min

・Discard the fellow -through

Place the column in a 2 ml tube (in the kit)

・ Add 500 μl  of AW buffer

・Centrifuge 9,000 rpm at room temperature for 1.5 min

・Discard the fellow -through

・Add 500 μl of AW buffer

・ Centrifuge 12,000 rpm at room temperature for 2 min

Place the column in a new 1.5 ml tube

・Add 100 μl of AE buffe

・incubate at room temperature for 5 min

・Centrefuge 12,000 rpm  at room temperature for 1.5 min

Place the column in a new 1.5 ml tube

・Add 100 μl of AE buffer

・incubate at room temperature for 5 min

・Centrefuge 12,000 rpm  at room temperature for 1.5 min

Mix  both tubes, totally 200 μl 
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 DNA 増幅機 iCycler (バイオラッド) およびジーンアトラス (アステック) で 

PCR を行った。PCR 反応は PLATINUMTM Pfx DNA polymerase (インビトロジ

ェン) を用い，変性 94℃ (2分)を 1サイクル，変性 94℃ (15秒)-アニーリング 40℃ 

(30 秒)-伸長 68℃ (3 分) のセットを 30 サイクル，伸長 4℃ (10 分) を 1 サイクル

の条件下で行った (Fig. 9)。 PCR 後の反応液 50μl 中 2μl を 0.7％ アガロース

ゲル電気泳動に供試し，目的とする ds DNA の増幅を確認し，これを PCR 産物

とした (Fig. 9)。PCR 産物を 0.7 % アガロースゲル電気泳動に供試し，UV ラ

ンプ照射下で目的とするバンドを切り出した。その後，Gel Extraction Kit (キア

ゲン) を用いてプロトコールに従って DNA を精製後, エタノール沈殿により

さらに純化した(Fig. 10)。なお，カラムから DNA を溶出する際，50μl の 10mM 

Tris-HCl (pH8.5) を用いた。 

 塩基配列の決定には，Big Dye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (アプライド

バイオシステムズ; ABI) を用いた。精製した DNA，DDW，プライマー (2，4，

8 pmol)，5×Sequence buffer および Big Dye Terminator v 3.1 を加えて混和後，

iCycler (バイオラッド) で PCR を行った (Fig. 11)。その後，余分な蛍光 ddNTP 

を除くためエタノール沈殿を行い乾燥後，使用するまでの試料を -80℃ で遮光

保存した (Fig. 11)。使用直前に，沈殿を 40μl の Hi-Di Formamide (ABI) に溶解

し，2 分間煮沸後，急冷により DNA を変性させ，20μl をジェネティックアナ

ライザー用サンプルチューブに移し，ジェネティックアナライザー 310 および

3130 (ABI) で塩基配列の解析を行った。塩基配列の決定および推測されるアミ

ノ酸の解析には DNASIS version3.5 (日立) および BioEdit version 7.0.5.3 (Hall, 

1999) を使用した。 

 

d. クローニング産物による塩基配列の決定 

 

増幅プライマーはポリメラーゼ連鎖反応による塩基配列で使用した時と同様

のプライマーを用いた。また塩基配列の決定には M13 Forward Primer (アプライ
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Polymerase chain reaction (PCR) mixture 

DDW 28 µl 

10mM dNTPs 1 µl 

10 × Pfx Amplification buffer 5 µl 

10 × PCR Enhancer Solution 5 µl 

50 mM MgSO4 2 µl 

DNA 5 µl 

Plus sense primer (10 pmol/µl) 1.5 µl 

Minus sense primer (10 pmol/µl) 1.5 µl 

PLATINUMTM Pfx DNA Polymerase 0.33 µl 

Total 50 µl 

 

      

     ・Vortex and short spin 

 

 

PCR cycle 

94℃ (2 min) 1 cycle 

94℃ (15 sec) – 45℃ (30 sec) – 68℃ (3 min) 40 cycles 

4℃ (10 min) – 25℃ (∞) 1 cycle 

 

50 × Tris-Acetate-EDTA (TAE) buffer 

Tris 60.5 g 

Acetic acid 14.275 ml 

0.5M EDTA・2NA 25 ml 

Fill up to 250 ml with DDW 

 

 

 

Dilute 50 times to prepare 1 × TAE buffer with DDW 

 

0.7% Agarose gel 

Agarose 0.14 g 

Ethidium bromide (250µg/µl) 20 µl 

50 × TAE 800 µl 

DDW 20 ml 

 

 

Fig. 9. Procedure for polymerase chain reaction and composition of 

Tris-Acetate-EDTA buffer and agarose gel. 
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・Add 3 ~ 5 μl 3 M NaOAC (the amount of 10% of DNA product)

・Add 75 ~ 125 μl EtOH (2.5 time the amount of DNA product)

・Vortex

・Centrifuge 14,000 rpm at 4 ℃ for 15 minutes

Pellet

・Add 200 μl of 70 % EtOH

・Centrifuge 14,000 rpm at 4 ℃ for 5 minutes

Pellet

・Dry up for 20 minutes

・Add 30 ~ 50 μl DEPC-Treated  water

Sequence reaction

Agarose gel

・Excise the DNA fragment from the agarose gel

・Add 3 volumes of Buffer QG

・Incubate at 50℃ for 10 minutes

Apply the sample to the QIAquick column

・Centrifuge 12,000 rpm at room temperatue for 1.5 minutes

Discard flow through

・Add 500 μl of Buffer QG

・Centrifuge 12,000 rpm at room temperatue for 1.5 minutes

・Centrifuge 13,000 rpm at room temperatue for 1.5 minutes

Electrophoresis in 0.7% agarose gel to assess amounts of the DNA 

Store at -80 ℃

Discard flow through

・Add 750 μl of Buffer PE

・Store at  room temperatue for 5 minutes

・Centrifuge 12,000 rpm at room temperatue for 1.5 minutes

Discard flow through

・Centrifuge 13,000 rpm at room temperatue for 1.5 minutes

Place QIAquick column into 1.5 ml tube

・Add 50 μl 10mM Tris-HCl (pH 8.5)

・Store at  room temperatue for 1 minute

  

Fig. 10. DNA extraction by QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) and EtOH ppt. 
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PCR 

DDW X µl 

5 × Sequence buffer 2.0 µl 

Primer (2 pmol/µl, 4 pmol/µl or 8 pmol/µl) 1.5 µl 

cDNA (Total 66 ng) Y µl 

BigDye Terminator v3.1 0.5 µl 

Total                                                   10 µl 

 

        ・Vortex and short spin 

 

PCR cycle 

96℃ (1 min) 1 cycle 

96℃ (10 sec) - 50℃ (5 sec) - 60℃ (75 sec) 15 cycles 

96℃ (10 sec) - 50℃ (5 sec) – 60℃ (90 sec) 5 cycles 

96℃ (10 sec) - 50℃ (5 sec) – 60℃ (120 sec) 5 cycles 

25℃ (∞)  

 

       ・Add 10 µl DDW 

       ・Add 2 µl of 125 mM ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA) 

       ・Add 2 µl of 3 M sodium acetate (pH4.6) 

       ・Add 50 µl 100% EtOH 

       ・Vortex and short spin 

       ・Incubate at 27℃ for 15 minutes 

       ・Centrifuge 14,000 rpm at room temperature for 20 minutes 

 

Pellet 

       ・Short spin 

Pellet 

       ・Add 200 µl of 70% EtOH 

       ・Centrifuge 14,000 rpm at room temperature for 5 minutes 

Pellet 

       ・Short spin 

Pellet 

       ・Dry up for 20 minutes using aspirator 

Store at -80℃ 

 

Add 40 µl Hi Di Formamide (Applied Biosystems) and boil for 2 minutes 

 

 

 

 

 

Fig. 11. Polymerase chain reaction and EtOH/EDTA/sodium acetate  

precipitation for sequencing. 
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ドバイオシステム) を用いた。PCR反応は上述した方法と同様に行った (Fig. 9)。 

PCR 産物を精製するために PCR Purification Kit (キアゲン) を用いて 10mM 

Tris-HCl (pH 8.5) で DNA を溶出し，エタノール沈殿を行った (Fig. 12)。 

次に pZErO-2 (インビトロジェン) を EcoR V (ニッポンジーン) を用いて 37℃

で 3 時間静置し，制限酵素部位の切断を行った。制限酵素部位を切断した

pZErO-2 を精製するために，MiniElute Reaction Cleanup Kit (キアゲン) を用いて

10mM Tris-HCl (pH 8.5) で溶出し，エタノール沈殿を行った (Fig. 12)。精製した

PCR 増幅産物およびベクターDNA を DDW で溶解した。それぞれ 1 µl を 0.7% 

アガロースゲルに供試し，DNA 量を電気泳動で確認後，T4 DNA Ligase (ロシュ) 

を用いて 16℃で一晩インキュベートし，ライゲーションを行った (Fig. 12)。イ

ンサート DNA とベクターDNA はモル比が 6 : 1 となるように調整した。 

 大腸菌 DH5α のコンピーテントセルをルビジウムクロライド法 (Hanahan, 

1985) により調整した (Fig. 12)。コンピーテントセルとライゲーション反応液が

10：1 となるように混和し，ヒートショック法で大腸菌の形質転換を行った。そ

の後，抗生物質であるカナマイシンを添加した LB 培地に塗布し, 37℃で 18 から

20 時間培養した (Fig. 12)。 

 プラスミド DNA をボイリング法 (Holmes & Quigley, 1981) により抽出した 

(Fig. 12)。LB 培地に形成したコロニーを 2 ml の LB 培地に接種した。大腸菌は

絶対好気性菌のため 37℃で 14 から 16 時間振盪培養した。その培養液を遠心分

離し，沈殿に STET 溶液，STETL 溶液を添加し，100℃で 30 秒間煮沸後遠心分

離した。その後生じた沈殿を殺菌した爪楊枝で取り除き，上清の 1 µl を 0.7% ア

ガロースゲルに供試し，電気泳動で目的の遺伝子を持つクローンを選抜した。

その後 RNase A (ニッポンジーン) を最終濃度 0.01 (µg/µl) になるように添加し

37℃で 30 分間反応させ RNA を分解した。反応後の溶液に等量のイソプロパノ

ールを添加して遠心分離し，生じた沈殿をアスピレーターで乾燥させて DDW に

溶解した溶液をプラスミド溶液とした。その後 MiniElute Reaction Cleanup Kit (キ

アゲン) を用いて，10mM Tris-HCl (pH8.5) 50 µl で溶出し，エタノール沈殿を行

った (Fig. 12)。 
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Fig. 12. Procedure of cloning. 
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 塩基配列の決定はポリメラーゼ連鎖反応産物の塩基配列の決定 (Fig. 11) と

同様の手順で行った (Fig. 13)。 

 

B. カブモザイクウイルス 

 

 TuMV については全分離株において単一病斑分離を行った。シーケンシング

の結果，単一の蛍光シグナルが得られたため実験に用いた全分離株についてダ

イレクトシーケンス法において全塩基配列決定を行った。 

 

 a. 合成プライマーの設計 

 カリフラワーモザイクウイルスの項目を参照。 

 

b. ウイルス核酸抽出 

 

 TuMV を増幅させた感染葉からウイルス RNA を抽出するために ISOGEN 

Ⅱ (ニッポンジーン) (Fig. 14) を用い，ニッポンジーンのプロトコールに準じて

全 RNA を抽出した。抽出した全 RNA を DEPC-Treated Water (ニッポンジー

ン) に溶解して分光光度計 BioSpectrometer (エッペンドルフ) で吸光度を測定

し，OD260=20 を 1 µg/µl として RNA 濃度を算出した。 

 

c. 逆転写―ポリメラーゼ連鎖反応産物による塩基配列の決定 

 

 TuMV のゲノム  RNA を鋳型にして，モロニーマウス白血病ウイルス 

(Moloney murine leukemia virus; M-MLV) 逆転写酵素  (Prime Script Reverse 

Transcriptase; タカラバイオ) を用いて 42℃で 1 時間インキュベートし，一本

鎖相補 DNA (ss cDNA) を合成した (Fig. 15)。逆転写反応で得られた ss cDNA 

から二本鎖相補 DNA (ds cDNA) を増幅させるため，PCR を行った。 PCR は

PLATINUMTM Pfx DNA polymerase (インビトロジェン)，DNA 増幅機 iCycler (バ 
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Composition of sequencing reaction 

DDW X µl 

5 × Sequence buffer 2.0 µl 

M13 Forward Primer (0.8 pmol/µl) 3.75 µl 

pDNA (Total 400 ng) Y µl 

BigDye Terminator v3.1 0.5 µl 

Total                                                   10 µl 

 

        ・Vortex and short spin 

 

Sequencing reaction cycle 

96℃ (1 min) 1 cycle 

96℃ (10 sec) - 50℃ (5 sec) - 60℃ (75 sec) 15 cycles 

96℃ (10 sec) - 50℃ (5 sec) - 60℃ (90 sec) 5 cycles 

96℃ (10 sec) - 50℃ (5 sec) - 60℃ (120 sec) 5 cycles 

25℃ (∞)  

 

       ・Add 10 µl DDW 

       ・Add 2 µl of 125 mM ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA) 

       ・Add 2 µl of 3 M sodium acetate (pH4.6) 

       ・Add 50 µl 100% EtOH 

       ・Vortex and short spin 

       ・Incubate at 27℃ for 15 minutes 

       ・Centrifuge 14,000 rpm at room temperature for 20 minutes 

 

Pellet 

       ・Short spin 

Pellet 

       ・Add 200 µl of 70% EtOH 

       ・Centrifuge 14,000 rpm at room temperature for 5 minutes 

Pellet 

       ・Short spin 

Pellet 

       ・Dry up for 20 minutes using aspirator 

Store at -80℃ 

 

Add 40 µl Hi Di Formamide (Applied Biosystems) and boil for 2 minutes 

 

 

.

Fig. 13. Polymerase chain reaction and EtOH/EDTA/sodium acetate 
precipitation for sequencing. 
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0.05-0.1 g TuMV infected leaves 

       ・Add 800 µl ISOGEN II 

       ・Homogenized with a mortar and pestle 

       ・Transfer into 1.5 ml tube 

       ・Add 340 µl DEPC-Treated Water 

       ・Vortex for 15 seconds 

       ・Store at room temperature for 10 minutes 

       ・Centrifuge 12,000 rpm at 4℃ for 15 minutes 

Transfer supernatant into 1.5 ml tube 

       ・Add 320 µl 70% EtOH 

       ・Store at room temperature for 10 minutes 

       ・Centrifuge 14,000 rpm at 4℃ for 8 minutes 

Pellet 

       ・Add 500 µl 70% EtOH 

       ・Centrifuge 10,000 rpm at 4℃ for 3 minutes 

Pellet 

       ・Add 500 µl 70% EtOH 

       ・Centrifuge 10,000 rpm at 4℃ for 5 minutes 

Pellet 

       ・Add 30-40 µl DEPC-Treated Water 

Use for reverse transcription and polymerase chain reaction 

 

Fig. 14. RNA extraction procedure using ISOGEN II. 
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Reverse transcription (RT) reaction mixture 

DEPC-Treated Water 11 µl 

10mM dNTPs 1 µl 

5×RT buffer 4 µl 

Minus sense primer (50 pmol/µl) 1 µl 

RNA (1 µg/1µl) 2 µl 

PrimeScriptTMReverse Transcriptase (Takara) 1 µl 

Total 20 µl 

 

       Incubate at 42℃ for 1 hour 

 

Polymerase chain reaction (PCR) mixture 

DDW 29.7 µl 

10mM dNTPs 1 µl 

10×Pfx Amplification buffer 5 µl 

10×PCR Enhancer Solution 5 µl 

50mM MgSO4 2 µl 

1st cDNA (RT reaction mixture) 4 µl 

Plus sense primer (10 pmol/µl) 1.5 µl 

Minus sense primer (10 pmol/µl) 1.5 µl 

PLATINUMTM Pfx DNA Polymerase 0.33 µl 

Total 50 µl 

   

      Vortex and short spin 

 

 

PCR cycle 

94℃ (2 min) 1 cycle 

94℃ (15 sec) – 45℃ (30 sec) – 68℃ (3 min) 40 cycles 

4℃ (10 min) – 25℃ (∞) 1 cycle 

 

Fig. 15. Procedure for reverse transcription and polymerase chain reaction. 
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イオラッド) およびジーンアトラス (アステック) を用いて行った (Fig. 15)。

PCR 終了後のds DNA増幅のチェックおよびDNAの精製はカリフラワーモザイ

クウイルスの項目を参照 (Fig. 10)。 

塩基配列の決定はカリフラワーモザイクウイルスの項目を参照 (Fig. 11)。な

おオーストラリア分離株ゲノムの塩基配列を用いた解析に今村 (2007) ，大庭 

(2014) そして本研究のデータを用い，ニュージーランド分離株ゲノムの解析は，

今村 (2007)，野口 (2011) および大庭 (2014) そして本研究のデータを用いた。 

 

5. 分子進化学的解析 

 

A. 組換え部位の解析 

 

採集した分離株の塩基配列および国際塩基配列データベースから得られた塩

基配列を組換え部位の解析に用いた。分子進化的解析には，外群を必要とする

が CaMV の各遺伝子および領域について BLAST 検索を行ったところ，

Horseradish latentvirus (HRLV, アクセッション番号 NC_018858) の塩基配列と

近縁であることが明らかになったため，その塩基配列を外群として用いた。そ

れぞれの分離株の塩基配列は BioEdit v5.0.9 (Hall, 1999) を用いてアミノ酸配列

に変換した後，ClustalX2 (Larkin et al, 2007) によりアライメントを行った。次に

それぞれのアミノ酸配列に見られたギャップを TRANSALIGN (Weiller 博士よ

り分譲) を用いて塩基配列中に挿入し，BioEdit v5.0.9 (Hall, 1999) を用いてギャ

ップが認められた領域を除いた。その後，CaMV については ORF I, II, III, IV お

よび V の塩基配列を結合して連結配列 (ORFs I-V) および ORF VIの塩基配列を

得た。塩基配列中の組換え部位を調査するため，RDP4 (Martin et al., 2015) ソフ

トウェアに統合されている組換え検出プログラムである RDP (Martin & Rybicki, 

2000)，BOOTSCAN (Salmlnen et al.,1995), GENECONV (Sawyer, 1999)，MAXCHI 

(Maynard Smith, 1992)，CHIMAERA (Posada & Crandall, 2001) および SISCAN プ

ログラムを用いて解析を行った。また全塩基配列について PHYLPLO プログラ
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ム (Weller, 1998) を用いて 50 塩基ごとに組換え部位を調べた。組換えの可能性

がある部位については全て原版の SISCAN version 2 (Gibbs et al., 2000) を用い

て再度組換え部位の検索を行った。さらに Recombination Analysis Tool (RAT; 

Etherington et al., 2005) を用いて解析を行った。 

 

 

B. 分子系統学的解析 

 

採集した分離株および国際塩基配列データベースから得られた分離株の分子

系統関係を 3 種の方法により調べた。すなわち，SPLITSTREE v4.11.3 (Huson & 

Bryant, 2006) における Neighbor-Net 法，PhyML v3 (Guindon & Gascuel, 2003) に

おける最尤法  (Maximum likelihood method; ML 法)，BEAST v1.7.5 および

TreeAnnotator v1.7.5 (Lemey et al., 2009) におけるベイズ法を用いて分子系統樹

を作成した。なお，最尤法およびベイズ法を用いて作成した系統樹では，上記

の解析から組換え体と思われる分離株を除き，CaMV について ORF VI について

は 5’ 末端から 220 塩基付近には組換え部位が多く認められたため，すべての分

離株の 5’末端から 220 塩基までの配列を除いた配列を用いて解析を行った。ま

た TuMV については CaMV と同様に組換え部位を考慮し，Region A，B および C 

[塩基番号 1460-3472，3812-6016 および 6479-8068; UK 1 分離株 (Jenner et al., 

2000) の塩基番号を参照] の 3 領域を用いて解析を行った。CaMV の外群には

HRLV の塩基配列，TuMV の外群には Japanese yam mosaic virus (JYMV) (Fuji & 

Nakamae, 1999, 2000)，Scallion mosaic virus (ScaMV) (Chen et al., 2006)，Narcissus 

late season yellows virus (NLSYV) (Lin et al., 2012; Wylie et al., 2014) を用い，

jModelTest v2 で最適な塩基置換モデルを調べた。ML 法を用いた解析では，両ウ

イルスの解析を行った全領域に関して塩基置換モデルとして general 

time-reversible (GTR)，座位間の変異速度の不均一性についても考慮し，ガンマ

分布および不変座位率を用い最適なモデルとして GTR+ɼ4+I を適用した。系統樹

の各枝の信憑性を評価するためにはブートストラップ法にて 1000 回のランダム
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サンプリングを行った。一方ベイズ法を用いた解析では，各パラメーターの事

後確率分の推定はマルコフ連鎖モンテカルロ法 (MCMC 法) に基づき行った。

サンプリングは 108回反復し，最初の 10%のサンプルを burn-in として除いた。

それぞれの方法によって作成した系統樹は TREEVIEW (Page, 1996) および

FigTree v.1.4.2 (Rambaut, 2009) を用いて表示した。さらに，ここで得られた系統

樹は PATRISTIC (Fourment & Gibbs, 2006) の解析に用いた。 

 

 C. 中立平衡解析 

 

 集団の遺伝構造について調査するため中立平衡テストを行った。すなわち，

Tajima’s D (Tajima, 1989)，Fu & Li’s D*および F*テスト(Fu & Li, 1993) およびハ

プロタイプの多様性を DNASP v5 (Librado & Rozas , 2009) ソフトウェアを用い

て算出した。Tajima’s D テストの値は塩基配列の多様性の平均値と多型サイト 

(segregating site) 数の相違により算出される。Fu & Li’s D*および F*テストの値

は塩基配列間の変異の総数と塩基配列間で 1 塩基のみ認められる変異 

(singleton) 数の相違により算出され，Fu & Li’s F*テストの値は塩基配列の各ペ

ア間の塩基相違の平均値と singleton 数の相違により算出した。ハプロタイプの

多様性は集団におけるハプロタイプの数と頻度により算出した。また，非同義

置換 /同義置換  (dN/dS) 比の解析を MEGA v6 (Tamura et al., 2013) の

Pamilo-Bianchi-Li (PBL) 法を用いて算出した。 

 

D. 遺伝的分化および遺伝子流動解析 

 

 集団間の遺伝的分化および遺伝子流動の大きさの指標である Ks*, Z, Snn およ

び FST値 (Hudson, 2000) を DNASP v5 (Librado & Rozas , 2009) ソフトウェアを

用いて算出した。FST値の絶対値が 1 に近似するほど集団は遺伝的に分化してい

ることが示唆され、FST値＜0.33 であれば, 遺伝子流動が頻繁に起きていること

を示す。 
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E. 集団遺伝学的解析 

 

 CaMV集団に関して Structure v2.3.4 (Hubisz et al., 2009) を用いて各分離株がど

の祖先集団にどの程度の割合で由来するかを推定した。各データセットに対し

て 1-10 のサブ集団数 (K = 1-10) から最も適切なサブ集団数を推定した。MCMC

法で 106回反復し，burn-in として 102 回分を除いた。Evanno et al. (2005) に従い，

delta-K 統計量を算出し，delta-K が最大値を示す時の K を最も適切なサブ集団数

とした。 

 

6. 進化速度，時間尺度推定 

 

ベイズ法に基づいた BEAST v1.7.5 (Lemey et al., 2009) を用い，両ウイルスの

進化速度と時間尺度の推定を行った。なお，TuMV に関しては組換え部位を考

慮し，組換え部位の少ないコールドスポットである 3 遺伝子領域 (HC-Pro，P3

および NIb 遺伝子) の部分領域 [塩基番号 1460-2494; HC-Pro*，2591-3463; P3*，

7208-8068; NIb*，塩基番号は UK1 分離株 (Jenner et al., 2000) の塩基配列を参照] 

を解析に用いた。分子時計モデルの選出にはベイズ因子 (Bayes Factor, BF) を基

準に行った。分子時計モデルでは strict および relaxed (uncorrelated exponential 

および uncorrelated lognormal) の中から，また 5 統計モデル (constant population 

size, expansion growth, exponential growth，logistic growth および Bayesian skyline 

plot) の中から最適なモデルを選んだ。また，分離株の採集年度とその変異の蓄

積量に相関があるかどうかを検定するために Path-O-Gen v1.3 を用い，回帰分析

を行った。 

各パラメーターの事後確率分の推定はマルコフ連鎖モンテカルロ法 (MCMC

法) に基づき行った。サンプリングは 108 回反復し，最初の 10%のサンプルを

burn-in と し て 除 い た 。 こ れ ら の 結 果 は Tracer v1.6 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/) を用いて確認を行った。 
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推定した塩基置換速度と分岐年代の信憑性を確かめるために，同様のアプロ

ーチを行った先行研究 (Ramsden et al., 2009; Firth et al., 2010; Duchêne et al., 

2014) に従い，ランダマイゼーション検定を行った。また BEAST v1.7.5 の結果

出力ファイルを用いて Maximum clade credibility (MCC) 系統樹を FigTree v1.4.2

で表示し編集した。 

 

7. 拡散経路推定 

 

時間経過に伴う空間的な両ウイルスの集団変動についてはBEASTの離散位置

モデルを用いて解析を行った (Lemey et al., 2009)。それぞれの集団の拡散がベイ

ズ因子 (Suchard et al., 2001) で支持されているかを確認し，SPREAD (Bielejec et 

al., 2011) および Google Earth を用いて，両ウイルス集団の地球規模での移行経

路を印した。 

 

8. 組換え時期の推定 

 

 TuMV に関して遺伝的組換えが起きた時期を Visser et al. (2012) の方法を基に

推定した。組換え部位を境に塩基配列を分割し，その境の前半および後半の塩

基配列を削除後，削除した領域にギャップを挿入し，これら組換え体と非組換

え体の塩基配列を BEAST v1.7.5 (Lemey et al., 2009) で年代推定を行った。その

後 MCC 系統樹の節の分岐年代を基に組換え時期の推定を行った。 

 

VI. 結果 

 

1. カリフラワーモザイクウイルス 

 A. 宿主反応 

 

 イラン，ギリシャ，トルコおよび日本から CaMV 様症状を呈する罹病植物を
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採集し，CaMV 特異的抗体を用いた DAS-ELISA 法にてウイルス感染の有無を検

定した。その結果，ナタネ，キャベツ，カリフラワー，ブロッコリー，他アブ

ラナ属植物およびダイコンなどで陽性反応が認められた。それら分離株の病原

性を確認するため，各国から代表的な分離株を選定し，アブラナ科植物を用い

て宿主反応を調査した (Fig. 16, Table 3)。その結果，多くの分離株はダイコン属

植物やアブラナ属植物に感染し，ほぼ同様の感染性を示した。明瞭な症状を示

さなかった植物においては，DAS-ELISA 法により，感染の有無を確認した。日

本産 JPN-N，JPN-S1 および JPN-S2 分離株はカブ (品種 博多据わり) などのア

ブラナ属植物やダイコン属植物において明瞭な症状を示さなかったが，

DAS-ELISA 法により感染が確認できたため，これら分離株は他の分離株と比較

して弱毒と思われた。 

 

 B. 分子性状 

 

 採集した 67 分離株についてポリメラーゼ連鎖反応産物を用いて全塩基配列

決定を試みたところ，19 分離株ではゲノム 3’末端のポリ A 配列，また 6 分離

株においては検出した蛍光シグナルが重複し，一部ゲノム領域の塩基配列決定

が困難であった。そのため，クローニング産物を用いて該当する領域の塩基配

列の決定を行った (Table 4)。その結果，TUR1 分離株では 3 クローン中 2 クロ

ーンが 8 塩基のアデニン，1 クローンが 7 塩基のアデニンでポリ A 配列が構成

されていた。また，IRNCaQA 分離株では 7392 塩基から 7775 塩基までの配列を

クローニングしたところ， 6 クローン中 3 クローンが共通の配列であり, ポリ

メラーゼ連鎖反応産物の配列として採用した。各分離株ゲノムの塩基数は

7984-8063 塩基であった。ORF I は 978-984 塩基，ORF II は 459-480 塩基，ORF 

III は 390 塩基，ORF IV は 1458-1512 塩基，ORF V は 2025-2040 塩基，ORF VI

は 1560-1575 塩基および ORF VII は 285-291 塩基であった。さらに，ORF VI 

と ORF VII 間および ORF VI と ORF VII の遺伝子間領域はそれぞれ 704-784 塩

基および 103-104 塩基であった。なお，CaMV 67 分離株の全塩基配列は DDBJ  
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Fig. 16. Symptoms caused by Cauliflower mosaic virus. Chlorotic 

spots on Brassica rapa cv. Hakatasuwari and mosaic on Brassica 

oleracea var. botrytis cv. Snow queen. 
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Table 3. Host reaction of Cauliflower mosaic virus. 

A. 

a Symptoms of inoculated leaves / upper uninoculated leaves. 
b Numbers of plants infected / plants inoculated. 
CS; Chlorotic spots, LI; Latent infection, M; Mosaic, Mo; Mottle, Ru; Rugosity, VB; 
Vein banding, VC; Vein clearing, -; Not infect 

 

B. 

 

C. 

 

 

 

 

 

 

 

B. campestris  var. Narinosa B. napus B. pekinensis

Isolate Original host cv. Tatsuai cv. Otsubu cv. Nozaki 1- go

GRC83 Broccoli LI/CS, M, VB, VC (3/3) LI/CS, M, Ru, VC (2/3), -/- (1/3)

GRC84B Broccoli LI/CS, M, Ru, VC (3/3) LI/CS, Mo, VB, VC (2/2) LI/CS, M, Ru, VB (2/2)

GRC87E Cauliflower LI/CS, Mo, VB, VC (3/3)

GRC87G Cauliflower LI/CS, M, Ru, VC (3/3) LI/CS, M, VB, VC (3/3) LI/CS, M, Ru, VC (3/3)

GRC92A Broccoli LI/CS, Mo, VB, VC (2/2) LI/CS, M, Ru, VC (2/2)

JPN-M Cabbage LI/CS, Mo, VC (3/3) LI/CS, M, Ru, VC (3/3)

JPN-S1 Cabbage LI/CS  (3/3) LI/CS, M, Ru, VC (3/3)

JPN-S2 Horseradish LI/CS, M, VB, VC (3/3) LI/LI (3/3)

JPN-UV1 Cabbage LI/CS, VB, VC (3/3) LI/CS, M, Ru, VC (3/3)

JPN-UV26 Cabbage LI/CS, M, Ru, VB, VC (2/2) LI/CS, Mo, VB, VC (3/3) LI/CS, M,Ru, VC (3/3)

TUR34 Cabbage LI/CS, M, Ru, VC (3/3) LI/CS, M, VB, VC (3/3) LI/CS, M, Ru, VC (3/3)

TUR50 Cabbage LI/CS, M, Ru, VC (3/3) LI/CS, M, VB, VC (3/3) LI/CS, M, Ru, VC (3/3)

TUR263 Cauliflower LI/CS, M, Ru, VC (1/2), -\- (1/2) LI/CS, Mo, VB, VC (3/3) LI/CS, M, Ru, VC (2/2)

TUR285 Cauliflower LI/CS, Mo, VB, VC (3/3)

B. oleracea var. botrytis B. oleracea var. capitata B. oleracea var. gongylodes B. oleracea var. italica

Isolate Original host cv. Snow queen cv. Shinsei cv. Grand duke cv. Challenger

GRC83 Broccoli LI/Mo, VC (2/3), -/- (1/3) LI/VB, VC (3/3)

GRC84B Broccoli LI/Mo, VC (2/3), -/- (1/3) LI/VB, VC (3/3)

GRC87E Cauliflower LI/CS, VB, VC (3/3)

GRC87G Cauliflower LI/CS, M, Mo, VC, VB (3/3) LI/CS, Mo, VB, VC (3/3) LI/CS, VB, VC (6/6)

GRC92A Broccoli

JPN-M Cabbage

JPN-S1 Cabbage LI/VC (3/3) LI/VB, VC (2/2)

JPN-S2 Horseradish

JPN-UV1 Cabbage LI/RS, VB, VC (3/3)

JPN-UV26 Cabbage

TUR34 Cabbage LI/CS, M, VB, VC (3/3) LI/Mo (3/3) LI/CS, Mo, VB, VC (3/3) LI/CS, M, VB, VC (3/3)

TUR50 Cabbage LI/CS, M, VB, VC (2/3), -/- (1/3) LI/CS, Mo, VC (2/3), -/- (1/3) LI/ M, VC (3/3) LI/CS, M, VB, VC (3/3)

TUR263 Cauliflower LI/CS, Mo, VB, VC (3/3) LI/CS, Mo, VC (3/3) LI/ M, VC (3/3) LI/CS, VB, VC (3/3)

TUR285 Cauliflower LI/CS, VB, VC (3/3)

Raphanus sativus  (Radish) Brassica rapa (Turnip)

Isolate Original host cv. Akimasari 2 go cv. Everest cv. Taibyo- sobutori cv. Hakatasuwari

GRC83 Broccoli LI/CS, M, VC (2/3), -/- (1/3) LI/CS, M, VB, VC (5/6), -/- (1/6) LI/CS, VB, VC (2/3), -/- (1/3) CS/M, Ru, VB, VC (6/6)

GRC84B Broccoli LI/CS, M, VB, VC (3/3) LI/CS, M, VB, VC (3/3) CS/Ru, VB, VC (6/6)

GRC87E Cauliflower LI/CS, VB, VC (2/3), -/- (1/3) CS/M, Ru, VB, VC (3/3)

GRC87G Cauliflower LI/CS, M, VC (3/3) LI/CS, M, VB, VC (2/3), -/- (1/3) LI/CS, M, VB, VC (3/3) CS/ M, Ru, VB, VC, (12/12)

GRC92A Broccoli LI/CS, M, VB, VC (2/3), -/- (1/3) CS/M, Ru, VC (3/3)

JPN-M Cabbage LI/CS, M, VC (3/3) LI/CS, M, VB, VC (3/3) LI/CS, VC (3/3) CS/Ru, VB, VC

JPN-S1 Cabbage LI/CS, M, VB, VC (3/3) LI/M, VB, VC (3/3) CS/M, Ru, VC

JPN-S2 Horse radish LI/CS, M, VB, VC (3/3) LI/CS, M, VB, VC (3/3) LI/CS, M, VC (3/3) CS/VB, VC (6/6)

JPN-UV1 Cabbage LI/CS, M, VB, VC (3/3) LI/CS, M,VB,VC (3/3) CS/M, Ru, VB, VC (3/3)

JPN-UV26 Cabbage LI/CS, M, VB, VC (2/3), -/- (1/3) LI/CS, M, VB, VC (6/6) LI/CS, M, VB, VC (2/3), -/- (1/3) CS/M, Ru, VB, VC (3/3)

TUR34 Cabbage LI/CS, M, VB, VC (3/3) LI/CS, M, VB, VC (6/6) LI/CS, VC, (3/3) CS/ M, Ru, VB, VC, (12/12)

TUR50 Cabbage LI/CS, M, VB, VC (3/3) LI/CS, M, VB, VC (6/6) LI/CS, VB, VC (6/6) CS/M, Ru, VB, VC (3/3)

TUR263 Cauliflower LI/CS, M, VB,VC (3/3) LI/CS, M, VB, VC (3/3) CS/M, VC (3/3)

TUR285 Cauliflower LI/CS, M, VB, VC (3/3) LI/CS, M, VB, VC (3/3) CS/M, Ru,VC (5/5)
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Table 4. The results obtained by cloning for Cauliflower mosaic virus. 
Isolate Regiona Clone  Number of A or mismatch between clones Adoptednu

mber of Ab 
Mismatch between 
clone and PCR product 

CRO180A 7704 - 181 CL6c) 7 7 0 
CL8 7 0 

GRC86B 7704 - 181 CL2c) 4 4 0 
CL3 4 0 

GRC91B 7704 - 181 CL3c) 6 6 0 
CL4 6 0 

7392-7775 CL2c) - - 0 
CL5 - 0 
CL7 - 0 

GRC92A 7704 - 181 CL3c) 7 7 0 
CL4 7 0 

IRNCaE2 7704 - 181 CL1c) 8 8 1 
CL4 8 2 
CL7 9 1 

IRNCaQA 7704 - 181 CL1c) 6 6 0 
CL8 6 0 

7392 - 7775 CL1-2c 5’-ATGTGTGAGTAG-3’ - 0 
CL2-2 5’-ATGTGTGAGTAG-3’ 0 
CL3-1 5’-ATGAXXGAGTAG-3’ 2 nt deletion,  

1 nt mismatch 
CL3-2 Couldn’t read after nt 7505 (perhaps contaminated) - 
CL4 5’-ATGTGTGAGTAG-3’ 0 
CL6 5’-AGGTGTGAGTAG-3’ 1 
CL7 5’-AXXXXXXXXXXTAG-3’ 8 nt deletion 

IRNTuKh12 7704 - 181 CL1 15 9 0 
CL2 17 1 
CL3 Couldn’t read after polyA region (perhaps contaminated) 0 
CL4c) 9 0 
CL5 10 0 
CL6 9 0 
CL8 15 2 

IRNTuMA 7704 - 181 
 
 
 
 
 
 
 
 

CL1 Couldn’t read after polyA region (perhaps contaminated) 11 9 nt deletion 
 

CL2-1 5’-TAATCCGCATAAXXXXXXXXXAAAAAAAA-3’ 
(polyA=8) 

- 

CL2-2 5’-TAATCCGCATAAGCCCCCGCXAAAAAAAAAAAA-3’ 
(polyA=12) 

- 

CL3-1 5’-XXXXXXXXXXXXGCCCCCGXXAAAAAAAAAAA-3
’ (polyA=11) 

11 nt deletion 

CL3-2c) 5’-TAATCCGCATAAGCCCCCGCXAAAAAAAAAAA-3’ 
(polyA=11) 

- 

CL5 5’-XXXXXXXXXXXXGCCCCCGCXAAAAAAAAAAAA
AA-3’ (polyA=14) 

10 nt deletion 

CL6 5’-TAATCCGCATAAGCCCCCGCXAAAAAAAAAAAA-3’ 
(polyA=12) 

- 

CL8 5’-TAATCCGCATAAGCCCCCGCXAAAAAAAAAAAA-3’ 
(polyA=12) 

1 nt insertion 

 7392-7775 CL2 - - 1 
CL4c) - 1 
CL6 - 1 
CL7 - 1 

TUR1 7704 - 181 CL1c) 8 8 0 

CL4 7 0 

CL8 8 1 
TUR2 7704 - 181 CL1c) 8 8 0 

CL2 8 0 

CL5 7 0 
TUR4 7704 - 181 CL1 9 8 1 

CL5c) 8 0 

CL7 Couldn’t read after polyA region (perhaps contaminated) 0 

CL8 8 0 
TUR5 7704 - 181 CL1c) 10 10 0 

CL7 10 0 
TUR12 3131-3549 CL2 - - 1 

CL5c) - 1 

CL7 nt 3257-3585 deleted 1 

CL8 nt 3257-3585 deleted 1 
TUR50 7704 - 181 CL1c) 7 7 0 

CL2 7 0 
TUR59 7704 - 181 CL2c) 6 6 0 

CL6 6 0 
TUR213 7704 - 181 CL1c) 7 7 0 

CL4 7 0 
TUR214 7704 - 181 CL4 8 8 1 

CL5c) 8 0 
TUR249 7704 - 181 CL1 13 10 0 

CL2c) 10 0 

CL3 10 0 
TUR303 1753-1836 CL1 Couldn’t read after nt 1847 (perhaps contaminated)  - 

CL2c) 5’-AAGXXXXXXXXXXXXAGC-3’ 0 
CL3 5’-AAGAAGAAGTTAAAGAGC-3’ 12 nt insertion 
CL4 5’-AAGXXXXXXXXXXXXAGC-3’ 0 
CL7 Couldn’t read after nt1847 (perhaps contaminated) - 
CL8 5’-AAGXXXXXXXXXXXXAGC-3’ 0 

TUR306 7704 - 181 CL5c) 6 6 0 

CL7 6 0 
a Nucleotide position where cloning is necessary.   
b Number of A added to the PCR product. 
c Adopted clone as adding to the PCR product. 
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データベースに登録した (アクセッション番号 AB863136-AB863202)。 

 

 C. 分子進化的解析 

  a. パトリスティック距離解析 

 

 PATRISTIC を用いて各 ORF 毎の系統樹間の比較を行った (Fig. 17)。その結果，

ORF I，II，III，IV および V 間は系統学的な距離が近かった。例として，ORF I

に対する ORF III のパトリスティック距離プロットを図に示した (Fig. 17A)。対

照的に，ORF VI に対する ORFs I-V のプロットはそれぞれに独立したパターン

を示した (Fig. 17BC)。また，グループ A および B に属する分離株のみで ORF VI

に対する ORFs I-V のプロットの比較を行ったところ，2 サブリネージに分かれ

た (Fig. 17DE)。ORF VII については他の ORF と比較し，より複雑なプロットパ

ターンを示した (データ未掲載)。 

 

  b. 組換え部位の解析 

 

 多くの組換え部位が全ゲノムを通じて検出された (Table 5)。特にイランおよ

び日本産分離株の ORF VI の 5’ および 3’ 末端, ギリシャ産分離株の ORF VI の

3’ 末端において多くの組換え部位が検出された (Fig. 18)。トルコ産分離株のゲ

ノム中にも同様にいくつかの組換え部位が検出されたが, その多くは不明瞭な

組換え部位であった。これまでに大量の塩基配列を用いて組換え部位の解析を

行うことにより，不明瞭な組換え体の親型の分離株をより正確に同定できるこ

とが示唆されている (Ohshima et al., 2007)。いくつかの組換え体は国ごとに分布

していたことから，CaMV の分布には創始者効果が関与していることが示唆さ

れた。 

 

c. 分子系統解析 
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Fig. 17. Multidimensional scaling of tree-to-tree patristic 
distances. (A) ORF I vs ORF III isolates, (B) ORF I vs ORF VI 
isolates, (C) ORFs I-V vs ORF VI isolates, (D) ORFs I-V Group 
A vs ORF VI isolates and (E) ORFs I-V Group B vs ORF VI 
isolates. 
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Table 5. Tentative and clear recombination sites in Cauliflower mosaic virus genomes. 

Isolate Position (nt)a ORF 

Parental isolate Recombination 

detection 

programb 

P-valuec 
Major Minor 

B29 3296-3946 IV - V TUR50 Unknown (TUR4) BSRSoP 3.81  10-9 

 5996-7341 VI Unknown (TUR50) TUR4 RGBMCSRSo 2.14  10-31 

BBC 3259-3946 IV - V TUR50 Unknown (TUR4) BSRSoP 6.48  10-10 

 4214-5995 (UD) V Unknown (TUR263) TUR50 RGMCSo 3.41  10-17 

Cabbage S 3298-4078 IV - V TUR50 Unknown (TUR4) GBSRSoP 2.02  10-9 

 6239-74 VI - VII TUR285 CM1841 RGBMCSRSo 7.43  10-31 

CM1841 3259-4071 IV - V TUR50 Unknown (TUR4) BSRSoP 3.80  10-10 

 4214-5995 V - VI Unknown (TUR263) TUR50 RGMC 3.42  10-15 

CMV-1 3259-4031 IV - V TUR50 Unknown (TUR4) SRSoP 2.66  10-10 

 5887-195 VI - VII Unknown (TUR4) TUR50 RGBMCSRSo 7.84  10-34 

CRO180A 5996-7362 VI TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSoP 3.10  10-31 

D/H 5957-82 VI - VII Unknown (TUR50) TUR4 RGBMCSRSoP 4.21  10-35 

GRC83 7240-15 VI - VII GRC86D BBC RGBMCSRSoP 1.32  10-26 

GRC84B 7240-15 VI - VII GRC86D BBC RGBMCSRSoP 1.37  10-24 

GRC86B 4318-7239 VI GRC84B TUR216 RBMCSRSoP 3.21  10-10 

GRC86D 7348-615 VI - VII TUR94 Unknown (CM1841) RGBMCSRSo 7.28  10-17 

GRC87E 7348-615 VI - VII TUR94 Unknown (CM1841) RGBMCSRSoP 3.18  10-13 

GRC87G 7348-615 VI - VII TUR94 Unknown (CM1841) RGBMCSRSo 4.21  10-14 

GRC91B 7348-615 VI - VII TUR94 Unknown (CM1841) RGBMCSRSo 2.63  10-15 

GRC92A 7348-615 VI - VII TUR94 Unknown (CM1841) RGBMCSRSo 7.99  10-15 

GRC92C 7348-615 VI - VII TUR94 Unknown (CM1841) RGBMCSRSo 1.83  10-14 

GRC92D 7348-504- VI - VII TUR94 Unknown (CM1841) RGBMCSRSo 1.15  10-17 

IRN1 5969-102 VI - VII TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSo 2.07  10-35 

IRN2 5969-102 VI - VII TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSoP 7.68  10-35 

IRN3 5969-102 VI - VII TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSo 2.07  10-35 

IRN4 5996-195 VI - VII TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSo 4.08  10-34 

IRN5 5996-208 VI - VII TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSo 1.58  10-34 

IRN6 5944-180 VI - VII TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSo 4.70  10-34 

IRN7 5969-76 VI - VII TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSoP 8.64  10-34 

IRN8 5962-208 VI - VII TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSo 4.48  10-35 

IRN9 5965-64 VI - VII TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSo 1.53  10-33 

IRN10 5967-7342 VI TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSo 3.77  10-34 

IRN11 5969-42 VI - VII TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSoP 1.44  10-34 

IRN12 5965-7342 VI TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSo 2.59  10-34 

IRN13 5965-180 VI - VII TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSo 1.45  10-33 

IRN14 5952-99 VI - VII TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSo 2.46  10-33 

IRN18 5969-212 VI - VII TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSoP 1.57  10-36 

IRN19 5965-64 VI - VII TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSo 1.18  10-35 

IRN21 5996-180 VI - VII TUR50 Unknown (TUR4) RGBMCSRSo 2.93  10-34 

JPNHGB340 3259-3946 IV - V TUR50 Unknown (TUR4) BSRSoP 5.12  10-9 

 5996-7341 VI Unknown (TUR4) TUR50 RGBMCSRSo 5.81  10-33 

JPNKWB778 3265-3946 IV - V TUR50 Unknown (TUR4) BSRSoP 3.72  10-9 

 5965-7341 VI Unknown (TUR4) TUR50 RGBMCSRSo 3.35  10-33 

JPNM 4214-5964 V - VI Unknown (TUR263) TUR50 RGMC 1.26  10-15 

JPNN 5996-7361 VI Unknown (TUR4) TUR50 RGBMCSRSo 1.35  10-34 

JPNS1 3259-3946 IV - V TUR50 Unknown (TUR4) SRSoP 9.43  10-9 

 5996-269 VI - VII Unknown (TUR50) TUR4 RGBMCSRSo 1.19  10-36 

JPNS2 3259-3946 IV - V TUR50 Unknown (TUR4) SRSoP 5.74  10-9 

 5996-269 VI - VII Unknown (TUR50) TUR4 RGBMCSRSo 1.19  10-36 

JPNUV1 4214-5964 V - VI Unknown (TUR263) TUR50 RGMC 1.26  10-15 

JPNUV26 4214-5964 V - VI Unknown (TUR263) TUR50 RGMC 1.15  10-16 

JPNTKD762 3242-3989 IV - V TUR50 Unknown (TUR4) SRSoP 2.17  10-8 

 5881-210 VI - VII Unknown (TUR50) TUR4 RGBMCSRSo 5.12  10-35 

NY8153 3296-3946 IV - V TUR50 Unknown (TUR4) BSRSoP 3.20  10-11 

 2104 (UD) - 5896 (UD) IV - VI Unknown (TUR263) TUR50 SRSoP 8.95  10-13 

 5909-164 VI - VII Unknown (TUR4) TUR50 RGBMCSRSo 5.70  10-35 

TUR2 399-1261 I - II TUR249 TUR59 RBSR 2.87  10-5 

TUR34 4438-5876 V - VI Unknown (TUR285) TUR278 SRSo 1.39  10-6 

TUR59 4511-5948 V - VI TUR278 Unknown (TUR285) MSRSo 4.61  10-7 

 5996-164 VI - VII TUR4 Unknown (TUR50) RGBMCSRP 8.65  10-34 

TUR214 1772-2108 III - IV TUR2 TUR12 BSRSoP 2.49  10-6 

TUR216 2832-4937 (UD) IV - V TUR249 Unknown (TUR2) BSRSo 2.03  10-16 

 5324-7347 VI Unknown (TUR306) GRC92D M 1.90  10-5 

TUR220 5539-6357 VI TUR81 Unknown (TUR285) RGB 5.22  10-5 

TUR239 34 (UD) -1034 I Unknown (TUR4) TUR244 RGBSRSo 3.09  10-10 

 1857 (UD) -2799 V GRC83 Unknown (IRN2) SRSoP 3.71  10-5 

 4365-5326 (UD) V - VI TUR50 TUR4 BMSRSoP 6.57  10-11 

TUR289 471 (UD) -2485 I - IV TUR84 Unknown (TUR306) RGBMCSRSo 2.00  10-9 

TUR306 1831-2512 III - IV Unknown (TUR94) TUR84 BSRSo 4.52  10-9 

W260 3259-3946 IV - V TUR50 Unknown (TUR4) BSRSoP 2.54  10-9 

Xinjing 627-1661 I - III Unknown (IRN19) IRN21 RBSoP 1.96  10-5 
aRecombination sites detected in the CaMV genomes by the recombination detection programs (listed in column 6), from the aligned 
sequences of the likely recombinant and its ‘parental isolates’. The nucleotide position shows locations of individual genes numbered as in 
Xinjing genome (AF140604). UD; Undetermined. 
bRecombinant isolates identified by the recombination detection programs: R (RDP), G (GENECONV), B (BOOTSCAN), M 
(MAXCHI), C (CHIMAERA) and SR (SISCAN) 
programs in RDP4, and SO (SISCAN total nucleotide site analysis) in original SISCAN version 2 and P (PHYLPRO) programs. The 
analyses were done using default settingsand a Bonferroni-corrected P-value cut-off of 0.01 in RDP4. 
cThe reported P-value is for the program in bold type and underlined in RDP4 and is the smallest P-value among the isolates 
calculated for the region in question. Pvalues smaller than 10-6 are listed. 

 



 

60 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18. Recombination analysis by RAT plot. Each blue line represents a pairwise 

sequence comparison. The red curve represents the estimated proportion of recombinants 

at each position in the alignment. The red vertical lines denote estimated positions of 

recombination breakpoints, which approximately match the boundaries of the ORF VI 

region. The estimated nucleotide positions of the recombination sites are shown relative 

to the 5’ end of the genome, using numbering of the gapped aligned sequences with gaps 

removed. Recombination sites in parentheses are shown relative to the 5’ end of the 

genome using numbering of the sequence of the Xinjing isolate. 
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 パトリスティック距離プロットの結果から，ORFs I-V および ORF VI につい

て分子系統関係について調査した。Neighbor-Net法ではORFs I-Vは各枝が短く，

対照的に，ORF VI では長い枝を持つ 2 つの主要なグループが形成され，ORFs I-V

および ORF VI の各サブグループは地理的な分布と関係性があるように思われ

た (Fig. 19)。また，組換え体を除き ML 法により作成した ORF VI の系統樹は

Neighbor-Net 法により作成した系統樹と同様の位相を示した (Fig. 20)。ML 系統

樹ではグループ A はイランおよび日本/北アメリカ/ヨーロッパサブグループ，グ

ループ B はギリシャ，トルコおよびイランサブグループに分かれた (Fig. 20)。

各地域から採集した多くの分離株は１つのサブグループに属したが，イラン産

分離株は 2 つのグループに属していた。興味深いことに，トルコサブグループ

と同様にグループ B を形成したイラン II サブグループの全ての分離株はトルコ

とは離れたイランの東部地域であるラザヴィ・ホラーサーン州から得られた分

離株であった。 

 

  d. 集団遺伝学的解析 

 

 塩基配列の多型を DNASP v5 プログラムの Tajima’s D，Fu & Li’s D*および F*

テストを用いて解析した (Table 6)。Tajima’s D，Fu & Li’s D* および F* テスト

では ORF VI の Iran II グループの分離株を用いて算出した値のみ有意な正の値

を示し，集団の遺伝的変異を維持し，多様性を広げていると思われた。ハプロ

タイプの多様性はORFs I-Vを用いて算出した値はすべて 1.000を示したが，ORF 

VI では 1.000 を下回る値も認められた。 

 STRUCTURE を用いて CaMV 集団のクラスタリングを行った。ORFs I-V およ

び VI を用いた解析では最適なサブ集団数がそれぞれ 6 および 5 (delta K が最大

値の時の K は 6 および 5) と算出された (Fig. 21)。ORFs I-V では多くの分離株

でサブ集団が混在していたのに対して，ORF VI では多くの分離株はほぼ単一の 
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Fig. 19. Phylogenetic networks of Cauliflower mosaic virus from the Europe, 

Japan, Middle East (Iran and Turkey) and USA. ORFs I-V (A) and ORF VI (B). 

Neighbor-Net network analysis was performed using SplitsTree4. Horseradish 

latent virus is used as the outgroup. Formation of a reticular network rather than a 

single bifurcated tree is suggestive of recombination. The isolates obtained in this 

study are listed in Table 1. 
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Fig. 20. Maximum-likelihood tree estimated from ORF VI of 105 non-recombinant 

Cauliflower mosaic virus isolates. Nodes are labelled with bootstrap support 

percentages. 



 

64 

 

Table 6. Neutrality tests, haplotype and nucleotide diversities of each Cauliflower mosaic 
virus population. 

Population na Tajima’s D Fu & Li’s D* Fu & Li’s F* Hb πc 

ORFs I - V       
  Europe 1 ND ND ND ND ND 
  Greece 10 -0.82887 -0.83106 -0.93903 1.000 ± 0.045 0.01444 ± 0.00142 
  Iran 21 -0.52759 -0.66138 -0.72583 1.000 ± 0.015 0.02456 ± 0.00107 
  Japan 9 0.18843 0.17286 0.19863 1.000 ± 0.052 0.02173 ± 0.00378 
  Turkey 24 -0.96070 -1.07740 -1.22349 1.000 ± 0.012 0.02776 ± 0.00152 
  USA 0 ND ND ND ND ND 

Europe and Middle East 56 -1.14071 -1.86667 -1.89633 1.000 ± 0.003 0.02974 ± 0.00066 
       

ORF VI       
Group A       
  Iran I 42 -1.77600 -1.59392 -1.97970 0.995 ± 0.006 0.01418 ± 0.01336 
  Japan/USA/Europe 20 -0.92229 -1.01111 -1.14931 0.995 ± 0.018 0.04114 ± 0.00481 
  Japan I 6 -0.71704 -0.80069 -0.85372 1.000 ± 0.096 0.00672 ± 0.00136 
  Japan II 4 -0.86098 -0.86098 -0.90322 0.833 ± 0.222 0.01143 ± 0.00535 
  All Japan 10 1.10579 0.53744 0.76837 0.978 ± 0.054 0.03849 ± 0.00589 
  USA 7 -1.25469 -1.21381 -1.35564 1.000 ± 0.076 0.02627 ± 0.00361 
  Europe 3 ND ND ND ND ND 
Group B       
  Greece 10 -0.71255 -1.47501 -0.77668 0.956 ± 0.059 0.01763 ± 0.00350 
  Turkey 24 -1.79825 -2.22791  -2.45792 1.000 ± 0.012 0.01389 ± 0.00075 
  Iran II 10 1.32614  1.56210** 1.69509* 0.978 ± 0.054 0.00749 ± 0.00111 
All Iran 52 0.37842 0.97767 0.89536 0.996 ± 0.059 0.06934 ± 0.01178 

a The number of sequences. 
b Haplotype diversity. 
c Nucleotide diversity was estimated by the average pairwise difference between sequences in a sample, based 

on all sites. 

**P<0.02, *P<0.05; Tajima’s D test compares the nucleotide diversity with the proportion of polymorphic 

sites, which are expected to be equal under selective neutrality. Fu & Li’s D test is based on the differences 

between the numbers of singletons (mutations appearing only once among the sequences) and the total 

number of mutations. Fu & Li’s F test is based on the differences between the number of singletons and the 

average number of nucleotide differences between pairs of sequences. 
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Fig. 21. Cluster-based analysis of population subdivision using Structure. The 

results are grouped by population of origin for each individual. Each individual is 

represented by a column. The number of clusters is indicated by the value of K: 

ORFs I-V, K = 6 (A), ORF VI, K = 5 (B). The colour proportion for each bar 

represents the posterior probability of assignment of each individual to one of six 

clusters (A) and one of five clusters (B) of genetic similarity. Clusterings 

correspond to those shown in Fig. 19. 
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集団で占められていた。ORFs I-V に関して，日本/アメリカ/ヨーロッパ クラス

ターの各分離株は主に黄色，赤および濃いピンク色で示されたサブ集団で構成

されており，日本産分離株は大きく 2 サブ集団に分かれているように思われた。

イランクラスターでは主に黄色，青色および緑色で示されたサブ集団で構成さ

れており，大きく分けて青色と緑色の 2 サブ集団が優勢になっていた。トルコ

クラスターは主に黄色，ピンク色および緑色のサブ集団で構成されており，そ

の割合からピンク色のサブ集団が優勢であると思われる。また黄色のサブ集団

はほとんどの分離株に存在しており，最も古い祖先集団かもしれない。一方 ORF 

VI では各クラスター間において優勢となっているサブ集団がほぼ明確に分かれ

ていた。日本産分離株では赤色と濃いピンク色，イラン産分離株では青色と緑

色のサブ集団が優勢になっていると思われた。Bari 1 分離株は黄色で示されたサ

ブ集団に単一で占められ，低い割合ではあるが，他のクラスターに属する多く

の分離株においてもこのサブ集団は認められた。これらの集団遺伝構造は CaMV

が地理的に独自の集団を形成していること，その地理間での遺伝子流動が頻繁

に生じていることを示唆していた。 

 

 D. 進化速度および時間尺度推定 

 

 BEAST を用いて ORFs I-V および ORF VIについて最適な分子時計および統計

モデルの選抜を行った。分離株の採集年度とその変異の蓄積量に相関があるか

どうかを検定するために Path-O-Gen v1.3 を用い，回帰分析を行った (Fig. 22)。

その結果，ORFs I-V においては両者に負の相関 (R=-0.201) が見られたため，進

化速度が一定であると仮定するモデル (Strict-clock) は不適当であると思われた。

一方，ORF VI では弱い正の相関 (R=0.160) が見られた。また ORFs I-V および

ORF VI について，ランダマイゼーション検定を行った結果，両者ともにその値

は支持された (Fig. 23)。以上の結果およびベイズ因子の値を考慮すると，分子

時計モデルは ORFs I-V および ORF VI 両者ともに relaxed-clock モデル，統計モ

デルは ORFs I-V では exponential growth，ORF VI では constant size が妥当である 
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Fig. 22. Regression of root-to-tip distance. These analysis were 

inferred from Maximum-likelihood trees against year of isolation for 

the gene with the smallest number of sequences in each ORF region. 
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Fig. 23. Estimates of nucleotide substitution rates. Mean estimates and 95% 

credibility intervals are shown. These were estimated from 66 ORFs I-V and 97 

ORF VI (see text). In each set of estimates, the first is based on the original data, 

whereas the remaining ten values are from date-randomized replicates. The 95% 

credibility intervals of the estimates from the date-randomized replicates do not 

overlap with the mean posterior estimate from the original data set. In addition, the 

lower tails of the credibility intervals are long and tend towards zero. These features 

suggest that there is sufficient temporal structure in the original data sets for rate 

estimation. 
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と思われた (Table 7)。また塩基置換速度の平均値を算出した結果，ORFs I-V お

よび ORF VI ではそれぞれ 1.71×10-4 および 5.81×10-4 塩基/部位/年となった。さ

らに各領域で用いた分離株の共通祖先までの時間を算出すると, ORFs I-V およ

び ORF VI では 491 年および 431 年となった (Table 8)。これらの結果を用いて

ORFs I-V および ORF VI について MCC tree を作成したところ，Neghbor-Net 法

および ML 法により作成した系統樹と同様の位相を示した (Figs. 24，25)。 

 

 E. 拡散経路推定 

 

DNASP v5 プログラムを用いて 2 地域間の遺伝子流動について解析した結果 

(Table 9)，ORFs I-V ではイラン，ギリシャおよびトルコ間，ORF VI では日本-

アメリカ間において遺伝子流動が認められた。 

また系統地理学的な手法を用いて CaMV の各地域間での移行について ORFs 

I-V および ORF VI について解析を行い，それぞれ 4 および 5 つの地域での移行

経路を示した (Fig. 26)。またそれらの結果が統計学的に有意であるかどうかを

調べるために BF テストを行った (Table 10)。ORFs I-V のデータセットの解析結

果はトルコを起源にギリシャ (BF = 205) およびイラン (BF = 61) へと拡散した

移行パターンを示した。またこれらの解析よりも BF テストで低い支持ではあっ

たが，トルコから日本への移行も示唆された (BF = 14)。一方 ORF VI のデータ

セットの解析結果では，ギリシャからトルコ (BF = 230) へ，トルコからイラン 

(BF = 128) への移行パターンが認められ，日本からギリシャ (BF = 23) およびア

メリカ (BF = 112) への移行も認められた。トルコから日本への移行も示唆され

た (BF = 14)。一方 ORF VI のデータセットの解析結果では，ギリシャからトル

コ (BF = 230) へ，トルコからイラン (BF =128) への移行パターンが認められ，

日本からギリシャ (BF = 23) およびアメリカ (BF = 112) への移行も認められた。

トルコから日本への移行に関しては STRUCTURE による集団構造の解析 (Fig. 

21) においても結果が支持されていた。 
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Table 7. Detailed results from BEAST analyses of Cauliflower mosaic virus. 

a Not applicable 

Grey colunm show the best fit BEAST models. 

Model 
Marginal 

likelihood 

Bayes 

factor 

TMRCA 

(95% HPD 

lower-upper) 

Substitution 

Rate 

(subs/site/year) 

95% HPD 

Rate-lower 

(subs/site/year) 

95% HPD 

Rate-upper 

(subs/site/year) 

Population 

Size 

95% HPD Population 

Size (lower, upper) 

Population 

Growth Rate 

95% HDP Growth Rate 

(lower, upper) 

ORFs I-V           

Strict clock 

Constant Size -25503.665 - 2052 (457 - 4697) 4.25  10-5 2.45  10-6 7.81  10-5 1.16  104 2.24  103, 2.69  104 N/A N/A 

Expansion Growth -25503.434 1.26E+00 1163 (440 - 2298) 5.18  10-5 1.39  10-5 8.95  10-5 2.73  104 6.94  103, 5.92  104 8.01  10-3 1.30  10-3, 1.46  10-2 

Exponential Growth -25503.301 1.44E+00 1057 (433 - 2086) 5.28  10-5 1.67  10-5 8.76  10-5 2.04  104 6.60  103, 4.22  104 6.41  10-3 1.92  10-3, 1.09  10-2 

Bayesian Skyline -25503.692 9.74E-01 4383 (359 - 10271) 3.53  10-5 3.39  10-8 7.29  10-5 3.05  104 3.02  103, 7.70  104 N/A N/A 

Relaxed 

Exponential 

Constant Size -25410.037 4.59E+40 2998 (71 - 5677) 2.48  10-4 1.48  10-8 6.95  10-4 7.75  103 1.16  102, 1.13  104 N/A N/A 

Expansion Growth -25411.092 1.60E+40 634 (108 - 1687) 1.69  10-4 9.62  10-6 3.72  10-4 1.41  104 1.01  103, 3.92  104 2.23  10-2 1.30  10-3, 4.87  10-2 

Exponential Growth -25404.395 1.30E+43 491 (86 - 1260) 1.71  10-4 1.45  10-5 3.87  10-4 1.24  104 5.25  102, 3.40  104 1.69  10-2 1.66  10-3, 3.70  10-2 

Bayesian Skyline -25409.932 5.10E+40 1438 (77 - 2822) 1.75  10-4 1.92  10-7 4.29  10-4 8.95  104 4.50  101, 1.99  104 N/A N/A 

Relaxed 

Lognormal 

Constant Size -25412.128 5.67E+39 2649 (216 - 6083) 5.37  10-5 1.24  10-7 1.14  10-4 1.26  104 9.14  102, 2.91  104 N/A N/A 

Expansion Growth -25411.496 1.07E+40 904 (245 - 1920) 7.45  10-5 1.56  10-5 1.38  10-4 1.96  104 4.04  103, 4.43  104 1.04  10-2 1.72  10-3, 2.08  10-2 

Exponential Growth -25411.528 1.03E+40 848 (274 - 740) 7.21  10-5 1.59  10-5 1.31  10-4 1.77  104 4.31  103, 3.85  104 8.33  10-3 1.22  10-3, 1.55  10-2 

Bayesian Skyline -25413.313 1.73E+39 3565 (217 - 9665) 5.62  10-5 3.38  10-8 1.28  10-4 2.38  104 1.48  102, 6.60  104 N/A N/A 

ORF VI           

Strict clock 

Constant Size -7092.584 1.20E+00 1687 (784 - 2875) 1.20  10-4 5.35  10-5 1.94  10-4 1.08  103 4.52  102, 1.94  103 N/A N/A 

Expansion Growth -7090.175 1.35E+01 2179 (886 - 4086) 9.51  10-5 3.31  10-5 1.59  10-4 4.10  103 8.73  102, 4.09  103 3.15  10-2 7.97  10-3, 5.89  10-2 

Exponential Growth -7092.774 - 1489 (738 - 2447) 1.28  10-4 6.27  10-5 2.00  10-4 1.04  103 4.61  102, 1.80  103 1.01  10-3 4.00  10-4, 2.52  10-3 

Bayesian Skyline -7090.555 9.20E+00 1911 (781 - 3698) 1.08  10-4 3.44  10-5 1.79  10-4 1.50  103 7.50  101, 3.98  103 N/A N/A 

Relaxed 

Exponential 

Constant Size -6992.577 3.28E+43 431 (113 - 886) 5.81  10-4 2.47  10-4 9.47  10-4 2.16  102 8.70  101, 3.94  102 N/A N/A 

Expansion Growth -6992.859 2.47E+43 404 (101 - 823) 4.91  10-4 1.96  10-4 8.41  10-4 4.14  102 9.20  101, 1.03  103 3.06  10-2 9.14  10-8, 8.16  10-2 

Exponential Growth -6992.439 3.76E+43 292 (113 - 565) 5.81  10-4 2.32  10-4 9.47  10-4 2.51  102 8.80  101, 4.78  102 5.66  10-3 3.20  10-3, 1.59  10-2 

Bayesian Skyline -6993.657 1.11E+43 447 (106 - 931) 4.93  10-4 1.87  10-4 8.64  10-4 3.20  102 1.30  101, 8.47 102 N/A N/A 

Relaxed 

Lognormal 

Constant Size -7000.845 8.40E+39 533 (96 - 1134) 5.03  10-4 1.66  10-4 9.37  10-4 2.85  102 8.60  101, 5.25  102 N/A N/A 

Expansion Growth -7002.750 1.25E+39 645 (111 - 1370) 3.49  10-4 8.72  10-5 7.09  10-4 1.00  103 9.30  101, 2.45  103 3.75  10-2 6.73  10-6, 8.32  10-2 

Exponential Growth -7000.228 1.56E+40 306 (89 - 672) 4.71  10-4 1.77  10-4 8.37  10-4 3.71  102 1.15  102, 6.88  102 8.14  10-3 1.90  10-4, 2.06  10-2 

Bayesian Skyline -7006.522 2.88E+37 527 (98 - 1128) 3.86  10-4 1.51  10-4 6.68  10-4 4.10  102 1.70  101, 1.06  103 N/A N/A 
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Table 8. Details of the data sets used for estimation of nucleotide substitution rate and time to the most 

recent common ancestor for Cauliflower mosaic virus. 

Parameter 
Open reading frame 

I-V VI 

Best-fit substitution model GTR + I + Г4 GTR + I + Г4 
Best-fit molecular clock model Relaxed Uncorrelated Exponential Relaxed Uncorrelated Exponential 
Best-fit population growth 
model 

Exponential growth Constant size 

Sequence length (nt) 5106 1269 
No. of sequences 66 97 
Sampling date range 1960 - 2010 1960 - 2012 
Chain length (in millions) 100 100 
TMRCAa (years) 491 (86 - 1270) 431 (113 - 886) 
Substitution rate (nt/site/year) 1.71  10-4 (1.45  10-5 - 3.87  10-4) 5.81  10-4 (2.47  10-4 - 9.47  10-4) 
dN/dSb 0.069 0.201 
No. of variable sites 1074 448 
a Time to the most recent common ancestor 
b Nonsynomymous (dN) and synonymous (dS) substitution (dN/dS) ratios were calculated for 

seven ORFs using the Pamilo-Bianchi-Li (PBL) method in MEGA v6 (Tamura et al., 2013). 

.
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Fig. 24. Bayesian phylogenetic estimates from ORFs I-V of Cauliflower mosaic virus. 

Maximum-clade–credibility trees from BEAST analyses of 66 isolates of ORFs I-V. 

Branch colours correspond to the most probable geographic location of their descendent 

nodes. 
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Fig. 25. Bayesian phylogenetic estimates from ORF VI of Cauliflower mosaic virus. 

Maximum-clade-credibility trees from BEAST analyses of 97 isolates of ORF VI. Branch 

colours correspond to the most probable geographic location of their descendent nodes. 
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Table 9. Genetic differentiation and gene flow of Cauliflower mosaic virus population. 

ORFa Country (the number of sequencesb) 
Parameterc 

Ks* (P-value) Z (P-value) Snn (P-value) FST Nm 

ORFsI-V Greece (n=10) vs. Iran (n=21) 108.72294 (0.0000†††) 150.82049 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.34935 0.47 

 Greece (n=10) vs. Japan (n=9) 91.34795 (0.0000†††) 40.09444 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.61151 0.16 

 Greece (n=10) vs. Turkey (n=24) 121.73345 (0.0000†††) 216.45522 (0.0000†††) 0.96324 (0.0000†††) 0.28154 0.64 

 Iran (n=21) vs. Japan (n=9) 121.06000 (0.0000†††) 122.68394 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.53250 0.22 

 Iran (n=21) vs. Turkey (n=24) 134.11391 (0.0000†††) 306.04036 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.24050 0.79 

 Japan (n=9) vs. Turkey (n=24) 133.34321 (0.0000†††) 153.08465 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.48760 0.26 

ORFVI Iran I (n=42) vs. Japan I/USA/Europe (n=16) 22.94629 (0.0000†††) 533.54888 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.64361 0.14 

 Iran I (n=42) vs. Japan I (n=6) 16.81565 (0.0000†††) 416.76782 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.82735 0.05 

 Iran I (n=42) vs. Japan II (n=4) 17.69459 (0.0000†††) 430.65718 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.75865 0.08 

 Iran I (n=42) vs. All Japan (n=10) 23.9369 (0.0000†††) 504.38951 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.54238 0.21 

 Iran I (n=42) vs. USA (n=7) 20.18948 (0.0000†††) 470.00155 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.67852 0.12 

 Iran I (n=42) vs. Greece (n=10) 18.84094 (0.0000†††) 461.24647 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.90972 0.02 

 Iran I (n=42) vs. Turkey (n=24) 17.86356 (0.0000†††) 571.23837 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.92351 0.02 

 Iran I (n=42) vs. Iran II (n=10) 16.36658 (0.0000†††) 422.36339 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.94267 0.02 

 Japan I/USA/Europe (n=16) vs. Japan II (n=4) 31.64667 (0.0010††) 59.56510 (0.0010††) 1.00000 (0.0000†††) 0.69388 0.11 

 Japan I/USA/Europe (n=16) vs. Greece (n=10) 30.71966 (0.0000†††) 78.89583 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.86885 0.04 

 Japan I/USA/Europe (n=16) vs. Turkey (n=24) 24.94942 (0.0000†††) 209.08176 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.88319 0.03 

 Japan I/USA/Europe (n=16) vs. Iran II (n=10) 25.77094 (0.0000†††) 75.55278 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.90362 0.03 

 Japan I/USA/Europe (n=16) vs. All Iran (n=52) 75.74787 (0.0000†††) 930.31255 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.41789 0.35 

 Japan I (n=6) vs. Japan II (n=4) 10.92000 (0.0010††) 10.06667 (0.0010††) 1.00000 (0.0000†††) 0.86062 0.04 

 Japan I (n=6) vs. USA (n=7) 21.88718 (0.0010) 32.33069 (0.0030††) 0.79487 (0.0040††) 0.25174 0.74 

 Japan I (n=6) vs. Greece (n=10) 17.18611 (0.0000†††) 27.91852 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.93067 0.02 

 Japan I (n=6) vs. Turkey (n=24) 15.80812 (0.0000†††) 131.59306 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.95022 0.01 

 Japan I (n=6) vs. Iran II (n=10) 9.14444 (0.0000†††) 29.20741 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.96187 0.01 

 Japan I (n=6) vs. All Iran (n=52) 79.77796 (0.0010††) 725.46485 (0.0010††) 1.00000 (0.0000†††) 0.55127 0.20 

 Japan II (n=4) vs. USA (n=7) 26.48485 (0.0020††) 12.43537 (0.0020††) 1.00000 (0.0020††) 0.71636 0.10 

 Japan II (n=4) vs. Greece (n=10) 20.12698 (0.0000†††) 24.28444 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.91967 0.02 

 Japan II (n=4) vs. Turkey (n=24) 17.18012 (0.0000†††) 140.36262 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.93193 0.02 

 Japan II (n=4) vs. Iran II (n=10) 10.93651 (0.0000†††) 25.16333 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.95100 0.01 

 Japan II (n=4) vs. All Iran (n=52) 82.74860 (0.0140†) 709.84085 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.49508 0.25 

 All Japan (n=10) vs. USA (n=7) 42.45752 (0.0290†) 60.37875 (0.0130†) 0.84314 (0.0000†††) 0.18659 1.09 

 All Japan (n=10) vs. Greece (n=10) 35.61111 (0.0000†††) 44.5000 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.84213 0.05 

 All Japan (n=10) vs. Turkey (n=24) 26.80847 (0.0000†††) 164.68927 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.85745 0.04 

 All Japan (n=10) vs. Iran II (n=10) 29.17778 (0.0000†††) 44.50000 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.87841 0.03 

 All Japan (n=10) vs. All Iran (n=52) 81.68332 (0.0000†††) 835.69147 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.34921 0.47 

 USA (n=7) vs. Greece (n=10) 26.88889 (0.0000†††) 33.51148 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.87606 0.04 

 USA (n=7) vs. Turkey (n=24) 21.17345 (0.0000†††) 163.48361 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.88935 0.03 

 USA (n=7) vs. Iran II (n=10) 19.32026 (0.0000†††) 34.69231 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.90949 0.02 

 USA (n=7) vs. All Iran (n=52) 81.51279 (0.0000†††) 782.31284 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.44009 0.32 

 Greece (n=10) vs. Turkey (n=24) 19.02415 (0.0000†††) 166.53871 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.58285 0.18 

 Greece (n=10) vs. Iran II (n=10) 15.94444 (0.0000†††) 45.42222 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.71157 0.10 

 Greece (n=10) vs. All Iran (n=52) 77.41451 (0.0000†††) 810.12283 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.71144 0.10 

 Turkey (n=24) vs. Iran II (n-10) 15.23984 (0.0000†††) 152.02963 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.50985 0.24 

 Turkey (n=24) vs. All Iran (n=52) 65.77586 (0.0000†††) 1034.41657 (0.0000†††) 1.00000 (0.0000†††) 0.72696 0.09 
a Open reading frame 
b For the numbers of sequences, refer Table 1. 
c Ks* and Z are the sequence-based statistics considered by Hudson (2000). Snn is the nearest-neighbor statistic. FST is the interpopulation 
component of genetic variation of the standardized variance in allele frequencies across populations. N is the population size of each 
subpopulation. m is the migration fraction per generation. 
† 0.01<P<0.05, †† 0.001<P<0.01, ††† P<0.001, determined using 1000 permutation 
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Fig. 26. Patterns of Cauliflower mosaic virus migration estimated across the two ORF regions. 

ORFs I-V and ORF VI migrations are shown by solid and dashed lines. Lines connecting discrete 

regions indicate statistically supported ancestral state changes and their thicknesses denote 

statistical support. There are five categories of support. In increasing order, line thicknesses 

indicate 6≤BF<10 (positive support); 10≤BF<30 (strong support); 30≤BF<100 (very strong 

support); and BF≥100 (decisive support). Migration line was not shown when they were 

represented by only a single sample. 

30 ≤ BF < 100 

10 ≤ BF < 30 

ORFs I-V 

ORF VI 

BF ≥ 100 
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Table 10. Bayes factors for geographical analysis. 

From To Bayes Factor (BF) Support 
ORFs I - V     
Turkey Greece 205 100≤BF Decisive 
Turkey Iran 61 30≤BF<100 Very strong support 
Turkey Japan 14 10≤BF<30 Strong support 
     
ORF VI    
Greece Turkey 230 100≤BF Decisive 
Japan Greece 23 10≤BF<30 Strong support 
Japan USA 112 100≤BF Decisive 
Turkey Iran 128 100≤BF Decisive 
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2. カブモザイクウイルス 

 

 A. 宿主反応 

 

 オーストラリアおよびニュージーランドにおいて合計 32分離株の TuMV分離

株を採集し，本研究に用いた (Table 2)。16 分離株はオーストラリア東部，1 分

離株はニュージーランド北部，15 分離株はニュージーランド南部から採集した 

(Fig. 5)。 

 採集した 32 分離株についてアブラナ属植物のカブ (品種; 博多据わり)，カラ

シナ (品種; 葉からし菜)，キャベツ (品種; 新星および稜山 2 号)，ハクサイ (品

種; 野崎 1 号および京都結球 3 号) およびナタネ (品種; 農林 32 号)，ダイコン

属植物のダイコン (品種; 秋まさり，エベレストおよび耐病総太り) およびアカ

ザ属のキノアを病原性検定に用いた (Table 11)。 

 その結果，32 分離株全てがアブラナ属植物に全身感染した (Table11, Fig. 27)。

一方 NZ290 分離株を除く全ての分離株がダイコン (品種; 耐病総太り) に感染

せず，B 宿主型であった。また全分離株に関してキノアに接種を行うと，約 10

日後に接種葉に退緑病斑が認められ，さらに数日後には上位葉にも退緑病斑が

認められた。すなわちオーストラリアおよびニュージーランド分離株はキノア

接種葉上での過敏感反応死による細胞内へのウイルスの封じ込めから逃れるこ

とができ，全身感染したと思われた。多くのアジアおよびヨーロッパ産分離株

ではこのようなキノアの上位葉へのウイルスの移行は認められない (データ未

掲載)。 

 

 B. 分子性状 

 

 本研究ではオーストラリアおよびニュージーランド産 TuMV32 分離株の全ゲ

ノム構造を決定した。オーストラリアおよびニュージーランド 29 分離株の全塩

基配列の長さは 5’末端の 35 塩基を除き 9798 塩基であった。一方でニュージー
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Fig. 27. Symptoms caused by Turnip mosaic virus. Mosaic on Brassica rapa cv. 
Hakatasuwari and Raphanus sativus cv. Taibyo-sobutori. 



 

 

 

7
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Table 11. Host reaction of Turnip mosaic virus. 

Isolate Original host B. juncea cv Hakarasina 
B. napas cv. 
Norin-32go 

B. oleracea cv. B. pekinensis cv. 
Brassica rapa cv. 
Hakatasuwari 

Chenopodium 
quinoa 

Raphanus sativus cv. 

Ryozan-2go Shinsei Nozaki-1go Kekkyu Kyoto-3go Akimasari Taibyosobutori Everest 

Australia     
AU1 Hirschfeldia incana   LI/M (2/6), -/- (4/6) LI/M (5/6), -/- (1/6) LI/LI (2/6), -/- (4/6) LI/M (5/6), -/- (1/6) LI/M (3/3)     
AUST1 Cicer arietinum aLI/M, St (1/6), LI/M (5/6)      LI/M (6/6) CS/ CS 

(1/1) 
 -/- (6/6) LI/M (6/6) 

AUST2 Rapistrum rugosum LI/M, St (3/6), LI/M (3/6) LI/M (6/6) LI/mM (5/6), -/- (1/6) LI/mM (6/6) LI/M (6/6) LI/M (6/6) LI/M (6/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/M (5/6), -/- (1/6) 

AUST3 B. juncea LI/M, St (1/6), LI/M (5/6)      LI/M (5/6), -/- (1/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/M (5/6), -/- (1/6) 

AUST4 B. juncea LI/M, St (2/6), LI/M (4/6)      LI/M (5/6), -/- (1/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/M (6/6) 

AUST6 R. rugosum LI/M, St (2/6), LI/M (4/6), -/- 
(1/6) 

     LI/M (5/6), -/- (1/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/M (5/6), -/- (1/6) 

AUST10 B. pekinensis LI/M (6/6) LI/M (6/6) LI/Mo (5/6), -/- (1/6) LI/Mo (6/6) LI/mM (5/6), -/- (1/6) LI/mM (5/6), -/- (1/6) LI/M (5/6), -/- (1/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/M (6/6) 

AUST13 B. pekinensis LI/M (5/6), -/- (1/6) LI/M (6/6) LI/Mo (6/6) LI/Mo(6/6) LI/mM (6/6) LI/mM (6/6) LI/M (6/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/M (6/6) 

AUST19 Raphanus raphanistrum LI/M (4/6), -/- (2/6) LI/M (6/6) LI/mM (6/6) LI/mM (6/6) LI/M (6/6) LI/M (6/6) LI/M (4/6), -/- (2/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) -/- (6/6) 

AUST21 H. incana LI/M, St (2/6), -/- (4/6)      LI/Mo (6/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/Mo (6/6) 

AUST22 R. rugosum LI/M, St (3/5), LI/M (1/5), -/- 
(1/5) 

     LI/M (6/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) -/- (6/6) 

AUST23 R. raphanistrum LI/M, St (3/6), LI/Mo (3/6)      LI/M (5/6), -/- (1/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/Mo (5/6), -/- (1/6) 

AUST26 B. rapa LI/M, St (3/6), LI/M (3/6)      LI/M (4/6), -/- (2/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/M (4/6), -/- (2/6) 

AUST27 B. rapa LI/M, St (2/6), LI/M (2/6), -/- 
(2/6) 

     LI/M (4/6), -/- (2/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/Mo (4/6), -/- (2/6) 

AUST28 H. incana LI/M, St (2/6), LI/M (4/6)      LI/M (6/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/M (6/6) 

AUST29 R. rugosum LI/M, St (2/6), LI/M (1/6), -/- 
(3/6) 

     LI/M (6/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/M (3/6), -/- (3/6) 

             
New Zealand     
NZ246 B. napus cv. York Globe  LI/M (6/6)  LI/mM (6/6) LI/M (6/6) LI/M (6/6) LI/M (3/3)     
NZ290 B. pekinensis  LI/M (6/6) LI/mM (6/6) LI/mM (6/6) LI/M (6/6) LI/M, NL (6/6) LI/M (3/3)  LI/M 

(6/6) 
LI/M (6/6)  

NZ402 Lepidium oleraceum       LI/M (6/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/Mo (4/6), -/- (2/6) 

NZ403 L. oleraceum       LI/M (6/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/Mo (6/6),  

NZ403B L. oleraceum       LI/M (6/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/Mo (6/6),  

NZ412 Pachycladon fastigiatum       LI/M (6/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/Mo (4/6), -/- (2/6) 

NZ412B P. fastigiatum       LI/M (6/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/Mo (4/6), -/- (2/6) 

NZ415 L. oleraceum       LI/M (5/6), -/- (1/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/Mo (6/6) 

NZ419 B. rapa cv. Marco       LI/M (6/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/M (3/6), -/- (3/6) 

NZ419B B. rapa cv. Marco       LI/M (6/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/M (5/6), -/- (1/6) 

NZ419C B. rapa cv. Marco       LI/M (6/6) CS/ CS 
(1/1) 

 -/- (6/6) LI/M (3/6), -/- (3/6) 

NZL5 Brassica spp.  LI/M (6/6) LI/Mo (5/6), -/- (1/6) LI/Mo (5/6), 
LI/mM(1/6) 

LI/mM (6/6) LI/M (6/6) LI/M (3/3)     

NZW3 B. rapa  LI/M (6/6) LI/LI (5/6), -/- (1/6) LI/mM (6/6) LI/M (5/6), -/- (1/6) LI/M, St (6/6) LI/M (3/3)     
NZW4 B. rapa  LI/M (6/6) LI/LI (2/6), -/- (4/6) LI/M (6/6) LI/M (6/6) LI/M, St (6/6) LI/M (3/3)     
NZW6 B. rapa  LI/M (6/6) LI/Mo (2/6), -/- (4/6) LI/LI (3/6), -/- (3/6) LI/M (5/6), -/- (1/6) LI/M (4/6), -/- (2/6) LI/M (3/3)     

aReaction of inoculated leaves/uninoculated upper leaves. At least three plants were inoculated. 

CS; Chlorotic spot, D; Dead, LI; Latent infection, M; Mosaic, mM; mild Mosaic, Mo; Mottle, NL; Necrosis lesion, St; Stunt, -; Not infected 
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ランド産 NZ403，NZ403B および NZ415 分離株においては 3’末端領域が 2 塩基

欠失しており，9796 塩基であった。また各遺伝子の塩基配列は P1，HC-Pro，P3，

PIPO，6K1，CI，6K2，VPg，NIa-Pro，NIb および CP 遺伝子それぞれ 1086，1374，

1065，177，156，1932，159，1932，159，576，729，1551 および 864 塩基であ

り，オーストラリアおよびニュージーランド分離株の各遺伝子の塩基配列は同

一の長さであった。なお，TuMV 32 分離株の全塩基配列は DDBJ データベース

に登録した (アクセッション番号 AB989628-AB989659)。 

 

 C. 分子進化的解析 

  a. 組換え部位の解析 

 

 既に全ゲノム構造が決定され，国際塩基配列データベースに全塩基配列が登

録されている 197 分離株と本研究で塩基配列を決定した 32 分離株，合計 229 分

離株を用いて組換え解析を行った。まず RDP4 (Martin et al., 2015) ソフトウェア

に統合されている組換え部位検出プログラムにて組換え部位の検出を試みた。

その後，SISCAN v2 (Gibbs et al., 2000) プログラムの結果も加味し，どの分離株

が親型あるいは組換え体であるか確認を行った。さらに PHYLPRO (Weiller, 

1998) プログラムでは組換えが生じたと考えられる部位にグラフ中に下向きの

ピークが認められる。そのようなピークが他組換え検出プログラムによって検

出した組換え部位と同一箇所であるかを確認した。また主要な組換え部位，そ

して不明瞭な組換え部位に関しては，組換え部位を境にゲノムを分割し，分割

した各ゲノム領域を用いて分子系統樹を作成し，各分子系統樹間の同一分離株

の位相の関係から組換えが生じているかを確認した。オーストラリアおよびニ

ュージーランド 34 分離株では合計 21 の組換え部位が認められ，14 の組換え体

型に分類された (Fig. 28，Table 12)。オーストラリア産分離株では AUST21 分離

株のみが全ゲノムを通じて組換え部位が認められず，world-B3 分子系統サブグ

ループの非組換え体と思われた。BRS1 分離株は basal-B 分子系統グループ， 
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Fig. 28. Recombination maps of Turnip mosaic virus genomes of the Australian and 
New Zealand isolates. The estimated nucleotide positions of the recombination sites 
and those in parentheses are shown relative to the 5’ end of the genome using the 
numbering of the aligned sequences used in the present study and the UK 1 isolate 
(Jenner et al., 2000), respectively. Vertical arrows and lines show estimated 
recombination sites (listed in Table 12). The grey and chequered boxes denote basal-B 
and world-B parents, respectively. The horizontal arrows show the regions (A, B and 
C) used to infer trees from non- and intralineage recombinant sequences (shown in Fig. 
30). The recombination sites newly identified in the present study (non-bold font) or 
those identified in earlier studies (bold font) are listed separately. 
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Table 12. Recombination sites in the genomes of Turnip mosaic virus of Australia and New Zealand. 

Isolate 
Nucleotide position and 
protein-encoding regiona 

Parental isolate and subgroupb Recombination 
detection programc 

P-valued Z-valuee 
Major Minor 

Australia       
AU1 2742 (P3) - 3475 (P3) Lu2 (wB3) AUST27 (bB2) RGBMCSRSOP 2.04 × 10-41 6.86 
AUST1 1080 (P1) - 3475 (P3) GBR 27 (wB3) AUST13 (bB2) RGBMCSRSOP 1.96 × 10-115 5.52 
AUST2 1341 (HC-Pro) - 2530 (HC-Pro) AUST6 (bB2) TIGD (bB2) RGBMCSR 1.29 × 10-14 <3.00 

 1341 (HC-Pro) - 3475 (P3) GBR 27 (wB3) AUST13 (bB2) RGBMCSRSOP 9.77 × 10-44 4.94 
AUST3 1341 (HC-Pro) - 2530 (HC-Pro) AUST6 (bB2) TIGD (bB2) RGMCSR 4.08 × 10-14 <3.00 

 1341 (HC-Pro) - 3475 (P3) GBR 27 (wB3) AUST13 (bB2) RGBMCSRSOP 4.82 × 10-79 4.95 
AUST4 1341 (HC-Pro) - 2530 (HC-Pro) AUST6 (bB2) TIGD (bB2) RGBMCSR 1.68 × 10-14 <3.00 

 1341 (HC-Pro) - 3475 (P3) GBR 27 (wB3) AUST13 (bB2) RGBMCSRSOP 3.80 × 10-75 5.61 
AUST6 1080 (P1) - 3475 (P3) GBR 27 (wB3) AUST13 (bB2) RGBMCSRSOP 9.97 × 10-116 4.78 
AUST10 217 (P1) - 818 (P1) BRS1 (wB3) GBR 91 (wB3) RGBMCSRSOP 1.29 × 10-51 5.70 

 6019 (VPg) - 8318 (NIb) (UD) AllA (bB2) TIGA (bB2) RBMCSRSO 1.47 × 10-19 3.83 
AUST13 217 (P1) - 818 (P1) GBR 27 (wB3) AUST13 (bB2) RGBMCSRSOP 5.97 × 10-48 5.73 

 6019 (VPg) - 8318 (NIb) (UD) AllA (bB2) TIGA (bB2) RBMCSRSO 1.47 × 10-19 3.72 
AUST19 1 (5’ NCR) - 1174 (P1) CZE 1 (wB2) PV134 (wB2) RGBMCSRSO 8.88 × 10-27 4.66 

 3094 (P3) (UD) - 5139 (CI) NZ246 (wB2) USA 4 (wB2) RBMCSRSO 2.19 × 10-29 4.44 
 6132 (VPg) - 9834 (3’ NCR) USA 4 (wB2) GBR 91 (wB3) RBMCSRSO 8.82 × 10-23 5.52 

AUST22 237 (P1) - 1080 (P1) NLD 2 (wB3) DNK 3 (wB2) RGBMCSRSOP 1.32 × 10-30 3.18 
 1080 (P1) - 1851 (HC-Pro) AUST29 (bB2) PV134 (bB2) RGBSRSOP 3.06 × 10-12 4.31 
 1080 (P1) - 3475 (P3) GBR 27 (wB3) AUST13 (bB2) RGBMCSRSOP 2.03 × 10-98 3.97 

AUST23 1 (5’ NCR) - 1174 (P1) CZE 1 (wB2) PV134 (wB2) RGBMCSRSO 1.14 × 10-52 4.66 
 3094 (P3) (UD) - 5139 (CI) NZ246 (wB2) USA 4 (wB2) RBMCSRSO 3.05 × 10-29 3.15 
 6132 (VPg) - 9834 (3’ NCR) USA 4 (wB2) GBR 91 (wB3) RBMCSRSO 1.43 × 10-22 5.52 

AUST26 1341 (HC-Pro) - 2530 (HC-Pro) AUST6 (bB2) TIGD (bB2) RGBMCSR 9.29 × 10-15 <3.00 
 1341 (HC-Pro) - 3475 (P3) GBR 27 (wB3) AUST13 (bB2) RGBMCSRSOP 4.70 × 10-83 5.19 

AUST27 237 (P1) - 1080 (P1) NLD 2 (wB3) DNK 3 (wB2) RGBMCSRSOP 2.45 × 10-30 4.03 
 1080 (P1) - 3475 (P3) GBR 27 (wB3) AUST13 (bB2) RGBMCSRSOP 5.74 × 10-89 4.06 

AUST28 1341 (HC-Pro) - 2530 (HC-Pro) AUST6 (bB2) TIGD (bB2) RGBMCSR 8.42 × 10-15 <3.00 
 1341 (HC-Pro) - 3475 (P3) GBR 27 (wB3) AUST13 (bB2) RGBMCSRSOP 3.35 × 10-81 5.60 

AUST29 1341 (HC-Pro) - 2530 (HC-Pro) AUST6 (bB2) TIGD (bB2) RGBMCSR 1.80 × 10-15 <3.00 
 1341 (HC-Pro) - 3475 (P3) GBR 27 (wB3) AUST13 (bB2) RGBMCSRSOP 8.10 × 10-84 5.19 

BRS1 6019 (VPg) - 7279 (NIb) (UD) AllA (bB2) TIGA (bB2) RBMCSR 1.75 × 10-19 <3.00 
       
New Zealand       

NZ11 5602 (CI) - 9834 (3’NCR) GBR 51 (wB3) VIET153 (wB3) RGBMSRSO 7.03 × 10-37 3.73 
NZ12 1 (5’NCR) - 1174 (P1) CZE 1 (wB2) PV134 (wB2) RGBMCSRSO 4.76 × 10-22 7.95 

 3063 (P3) - 5665 (CI) NZ246 (wB2) USA 4 (wB2) RBMCSR 7.19 × 10-32 <3.00 
NZ246 1 (5’NCR) - 1174 (P1) CZE 1 (wB2) PV134 (wB2) RGBMCSRSO 1.24 × 10-28 7.85 

 1174 (P1) (UD) - 3063 (P3) CDN1 (wB2) DEU 2 (wB2) RGBMCSRSO 4.66 × 10-24 4.49 
 6132 (VPg) - 9834 (3’NCR) USA 4 (wB2) GBR 91 (wB3) RBMSRSO 2.13 × 10-16 3.32 

NZ290 1 (5’NCR) - 1174 (P1) CZE 1 (wB2) PV134 (wB2) RGBMCSRSO 1.50 × 10-35 7.31 
 8071 (NIb) - 9834 (3’NCR) POL 2 (wB2) NZ246 (wB3) RGBMCSRSO 3.61 × 10-41 4.61 

NZ402 1 (5’NCR) - 1174 (P1) CZE 1 (wB2) PV134 (wB2) RGBMCSRSO 4.50 × 10-20 8.24 
 1174 (P1) (UD) - 5219 (CI) CDN1 (wB2) DEU 2 (wB2) RBMCSRSO 3.87 × 10-15 3.27 
 6132 (VPg) - 9834 (3’NCR) USA 4 (wB2) GBR 91 (wB3) RBMSRSO 5.19 × 10-19 3.23 

NZ403 402 (P1) - 2530 (HC-Pro) BRS1 (bB2) DEU 7 (bB2) RGBMCSRSOP 2.36 × 10-31 4.62 
 6019 (VPg) - 8993 (CP) DEU 7 (bB2) AUST10 (bB2) RBMCSRSO 1.10 × 10-31 3.26 

NZ403B 402 (P1) - 2530 (HC-Pro) BRS1 (bB2) DEU 7 (bB2) RGBMCSRSOP 2.36 × 10-31 4.62 
 6019 (VPg) - 8993 (CP) DEU 7 (bB2) AUST10 (bB2) RBMCSRSO 1.10 × 10-31 3.26 

NZ412 1 (5’NCR) - 1174 (P1) CZE 1 (wB2) PV134 (wB2) RGBMCSRSO 1.03 × 10-35 7.31 
 8071 (NIb) - 9834 (3’NCR) POL 2 (wB2) NZ246 (wB3) RGBMCSRSO 1.54 × 10-42 4.69 

NZ412B 1 (5’NCR) - 1174 (P1) CZE 1 (wB2) PV134 (wB2) RGBMCSRSO 1.03 × 10-35 4.48 
 8071 (NIb) - 9834 (3’NCR) POL 2 (wB2) NZ246 (wB3) RGBMCSRSO 1.40 × 10-42 4.53 

NZ415 402 (P1) - 2530 (HC-Pro) BRS1 (bB2) DEU 7 (bB2) RGBMCSRSOP 8.58 × 10-32 4.48 
 6019 (VPg) - 8993 (CP) DEU 7 (bB2) AUST10 (bB2) RBMCSR 1.10 × 10-31 <3.00 

NZ419 1 (5’NCR) - 1174 (P1) CZE 1 (wB2) PV134 (wB2) RGBMCSRSO 1.88 × 10-31 7.48 
 8071 (NIb) - 9834 (3’NCR) POL 2 (wB2) NZ246 (wB3) RGBMCSRSO 1.80 × 10-42 4.25 

NZ419B 1 (5’NCR) - 1174 (P1) CZE 1 (wB2) PV134 (wB2) RGBMCSRSO 2.39 × 10-31 7.69 
 8071 (NIb) - 9834 (3’NCR) POL 2 (wB2) NZ246 (wB3) RGBMCSRSO 2.16 × 10-31 4.58 

NZ419C 1 (5’NCR) - 1174 (P1) CZE 1 (wB2) PV134 (wB2) RGBMCSRSO 2.16 × 10-31 7.69 
 8071 (NIb) - 9834 (3’NCR) POL 2 (wB2) NZ246 (wB3) RGBMCSRSO 1.97 × 10-42 4.17 

NZL5 1 (5’NCR) - 1174 (P1) CZE 1 (wB2) PV134 (wB2) RGBMCSRSO 9.75 × 10-35 7.31 
 8071 (NIb) - 9834 (3’NCR) POL 2 (wB2) NZ246 (wB3) RGBMCSRSO 1.92 × 10-41 4.56 

NZW3 1 (5’NCR) - 1174 (P1) CZE 1 (wB2) PV134 (wB2) RGBMCSRSO 4.03 × 10-34 7.44 
 8071 (NIb) -9834 (3’NCR) POL 2 (wB2) NZ246 (wB3) RGBMCSRSO 2.96 × 10-43 4.02 

NZW4 1 (5’NCR) - 1174 (P1) CZE 1 (wB2) PV134 (wB2) RGBMCSRSO 7.15 × 10-27 6.99 
 1174 (P1) (UD) - 3063 (P3) CDN1 (wB2) NZ402 (wB2) RGBMCSRSO 1.14 × 10-23 4.71 
 6132 (VPg) - 9834 (3’NCR) USA 4 (wB2) GBR 91 (wB3) RBMSRSO 1.32 × 10-14 3.49 

NZW6 1 (5’NCR) - 1174 (P1) CZE 1 (wB2) PV134 (wB2) RGBMCSRSO 1.03 × 10-32 7.02 
 8071 (NIb) - 9834 (3’NCR) POL 2 (wB2) NZ246 (wB3) RGBMCSRSO 8.47 × 10-37 4.84 

aRecombination sites detected in the Turnip mosaic virus genomes by the recombination detection programs, from 
the aligned sequences of the likely recombinant and its ‘parental isolates’. Nucleotide positions show locations of 
individual genes numbered as in the UK 1 genome (Jenner et al., 2000). 
P1; Protein 1, HC-Pro; Helper-component proteinase protein, P3; Protein 3, CI; cylindrical inclusion protein, VPg; 
genome linked viral protein, NIb; Nuclear inclusion b protein and CP; coat protein, NCR; non-coding region, UD; 
Undetermined. 
bbB2; basal-B2 subgroup, wB2; world-B2 subgroup, wB3; world-B3 subgroup. 
cRecombinant isolates identified by the recombination detection programs: R (RDP), G (GENECONV), B 
(BOOTSCAN), M (MAXCHI), C (CHIMAERA) and SR (SISCAN) programs in RDP4 package (Martin et al., 2015), 
and SO (SISCAN total nucleotide site analysis) in original SISCAN version 2 (Gibbs et al., 2000) and P (PHYLPRO) 
(Weiller, 1998) programs. The analyses were done using default settings and a Bonferroni-corrected P-value cut-off 
of 0.01 in RDP4. 
dThe reported P-value is for the program in bold type and underlined in RDP4 package and is the smallest P-value 
among the isolates calculated for the region in question. 
eBoth of the parental isolates of the recombination sites had Z-values greater than 3 in total nucleotide site analysis in 
SO of the SISCAN version 2 program; thus lower Z-value of one of the parents identified are shown. 

.
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AUST19およびAUST23分離株はworld-B分子系統グループの分離株を親型に持

つグループ内組換え体であると思われた。また 13 分離株は world-B と basal-B 分

子系統グループの分離株を親型に持つグループ間組換え体と思われた。ニュー

ジーランド産分離株においては非組換体およびグループ間組換え体は認められ

なかった。一方で 14 分離株は単一あるいは 3 つの組換え部位を持つ world-B 分

子系統グループのグループ内組換え体でと思われ，NZ403，NZ403BおよびNZ415

分離株は 4 組換え部位を持つ basal-B2 分子系統サブグループのグループ内組換

え体と思われた。さらに両国に共通する VPg 遺伝子領域内 (6132 塩基; UK 1 分

離株の塩基配列を参照) の組換え部位以外の 20 の組換え部位は先行研究 

(Ohshima et al., 2007; Nguyen et al., 2013a) において認められていない新規の組換

え部位であった。すなわち，オーストラリアおよびニュージーランドの TuMV

集団は他の地域の TuMV 集団とは共通の組換え体の祖先をほとんど持たず，両

国に侵入直前あるいは侵入後に独立した組換えが起きたと思われた。 

 

  b. 分子系統解析 

 

 5’および 3’末端遺伝子領域とポリタンパク質遺伝子の連結配列を用いて

Neighbor-Net 法により分子系統樹を作成した (Fig. 29)。オーストラリア産 3 分離

株 (AUST10，AUST13 および BRS1)，ニュージーランド産 3 分離株 (NZ403，

NZ403B および NZ415) とイタリア，スペインおよびドイツ産のヨーロッパ分離

株の組換え体および非組換え体が basal-Bおよび組換え体のグループを形成した。

さらに多くのオーストラリアおよびニュージーランド分離株はヨーロッパ産分

離株と共に world-B および組換え体のグループに属した。両国の分離株はこれら

2 グループのみに属し，他のグループには属さなかった。オーストラリアおよび

ニュージーランド分離株は AUST21 分離株を除き，全て組換え体であった (Fig. 

28)。そのため，組換え部位を出来る限り含まない遺伝子領域 A，B および C (そ

れぞれ塩基番号 1460-3472，3812-6016 および 64798068; UK 1 分離株の塩基配列

を参照) (Fig. 28) を用いて PhyML v3 (Guindon & Gascuel, 2003) における最尤法

で分子系統樹を描いた (Fig. 30)。jModelTest v2 (Darriba et al., 2012) により各遺 
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Fig. 29. Phylogenetic evidence for recombination among Turnip mosaic virus from the 
Australia, New Zealand and worldwide full genomic sequences. Neighbor-Net network 
analysis was done using SPLITSTREE v4.11.3 (Huson et al., 2006). The homologous 
two sequences of Japanese yam mosaic virus (JYMV) (Fuji & Nakamae, 1999, 2000), 
one of Scallion mosaic virus (ScaMV) (Chen et al., 2002), one of Narcissus yellow 
stripe virus (NYSV) (Chen et al., 2006) and two of Narcissus late season yellows virus 
(NLSYV) (Lin et al., 2012; Wylie et al., 2014) were used as the outgroup. Formation of 
a reticular network rather than a single bifurcated tree is suggestive of recombination. 
The isolates obtained in this study are listed in Table 2. 
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Fig. 30. Maximum likelihood (ML) trees calculated from the Regions A (nt 1460-3472, 
correspond to the positions in original UK 1 genome) (A), Region B (nt 3812-6016) (B), 
and Region C (nt 6479-8068) (C) using 225, 214 and 226 isolates of Turnip mosaic virus, 
respectively. See Fig. 28 and Methods for details. Interlineage recombinants had been 
discarded. Numbers at each node indicate bootstrap percentages based on 1000 
psuedoreplicates in ML tree. Horizontal branch length is drawn to scale with the bar 
indicating 0.1 nt replacements per site. The homologous two sequences of Japanese yam 
mosaic virus (JYMV) (Fuji & Nakamae, 1999, 2000), one of Scallion mosaic virus 
(ScaMV) (Chen et al., 2002), one of Narcissus yellow stripe virus (NYSV) (Chen et al., 
2006) and two of Narcissus late season yellows virus (NLSYV) (Lin et al., 2012; Wylie 
et al., 2014) were used as the outgroup. Note that isolate BRS1 was discarded from the 
Region C tree because the isolate seemed to have tentative recombination site in the 
region. The isolates collected in Australia (acronyms in red) and New Zealand (acronyms 
in orange), Asia (acronyms in green), Europe (acronyms in blue) and other countries 
(acronyms in black) are separately listed. For the details of isolates, refer Table 2. 

A. B. C. 
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伝子領域での最適な塩基置換モデルは GTR+I+r4 であった。分子系統樹は A，B

および C 遺伝子領域それぞれ 225，214 および 226 分離株の非組換え体とグルー

プ内組換え体を用いて作成した。各分子系統樹上の分離株は Nguyen et al. (2013a) 

で報告されている 5 主要グループ (Orchis，basal-B，basal-BR，Asian-BR および

world-B) に分類された。basal-B および world-B 分子系統グループはさらに

basal-B1 および basal-B2 と world-B1，world-B2 および world-B3 サブグループに

分かれた。 

 組換え部位が少ない 3遺伝子領域 (A, B, C) (材料と実験方法を参照) を用いて

分子系統樹を描いた。遺伝子領域 A の分子系統樹では 13 オーストラリア分離株

と 3 ニュージーランド分離株が basal-B2 サブグループに属し，各 1 分離株ずつ

両国の分離株が world-B3 サブグループに属した (Fig. 30A)。遺伝子領域 B の分

子系統樹では各 3 分離株ずつ両国の分離株が basal-B2 サブグループに，2 オース

トラリア分離株と 13 ニュージーランド分離株が world-B2 サブグループに，さら

に 12 オーストラリア分離株が world-B3 サブグループに属した (Fig. 30B)。遺伝

子領域 C の分子系統樹では 2 オーストラリア分離株と 3 ニュージーランド分離

株が basal-B2 サブグループに，14 オーストラリア分離株と 5 ニュージーランド

分離株が world-B3 サブグループに属した (Fig. 30C)。両国の分離株は Orchis，

basal-BR，Asian-BR 分子系統グループには属さなかった。 

 

  c. 集団遺伝学的解析 

 

 DNASP v5 プログラムを用いてオーストラリアおよびニュージーランド集団

の塩基配列およびハプロタイプの多様性を解析した (Table 13)。その結果，多く

のデータセットにおいて，塩基配列の多様性は小さく，ハプロタイプの多様性

は大きな値を示す傾向にあった。HC-Pro*および P3*遺伝子を用いた解析では，

ほとんどのオーストラリアの分子系統グループはニュージーランドの分子系統

グループに比べ，塩基配列の多様性は大きいと思われた。また低い塩基配列の

多様性と高いハプロタイプの多様性は，それら地域の集団が出現してから時間 
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Table 13. Haplotype and nucleotide diversities of Australia and New Zealand populations in Turnip mosaic virus. 
Group and country Protein encoding regiona 

Helper-component proteinase Protein 3 Nuclear inclusion b 

 nb Hc πd n H π n H π 

All groups          
Oceania 33 0.991±0.011 0.1439±0.0074 30 0.993±0.011 0.1490±0.0084 33 0.988±0.012 0.0905±0.0108 
Australia 16 1.000±0.022 0.1365±0.0161 16 1.000±0.022 0.1004±0.0238 16 1.000±0.022 0.0749±0.0176 
New Zealand 17 0.963±0.033 0.0933±0.0227 14 0.962±0.041 0.1115±0.0290 17 0.950±0.036 0.0863±0.0167 

basal-B (B2)          
Oceania 15 0.990±0.028 0.0902±0.0084 16 0.992±0.025 0.0821±0.0156 5 0.900±0.016 0.0640±0.0129 
Australia 12 1.000±0.034 0.0866±0.0100 13 1.000±0.030 0.0420±0.0053 2 1.000±0.500 0.0434±0.0219 
New Zealand 3 0.667±0.314 0.0209±0.0098 3 0.667±0.314 0.0193±0.0091 3 0.667±0.314 0.0277±0.0131 

world-B          
Oceania 18 0.974±0.029 0.0607±0.0137 14 0.974±0.039 0.0716±0.0243 28 0.986±0.015 0.0581±0.0025 
Australia 4 1.000±0.177 0.1009±0.0273 3 1.000±0.272 0.1182±0.0547 14 1.000±0.027 0.0429±0.0042 
New Zealand 14 0.956±0.045 0.0410±0.0145 11 0.956±0.059 0.0388±0.0273 14 0.936±0.051 0.0455±0.0090 

world-B2          
Oceania 15 0.962±0.040 0.0287±0.0047 12 0.964±0.051 0.0271±0.0111 9 0.821±0.101 0.0014±0.0003 
Australia 2 1.000±0.500 0.0032±0.0016 2 1.000±0.500 0.0033±0.0017 0 NDe ND 
New Zealand 13 0.949±0.051 0.0248±0.0060 10 0.944±0.070 0.0033±0.0004 9 0.821±0.101 0.0014±0.0003 

world-B3          
Oceania 3 1.000±0.272 0.0478±0.0135 2 1.000±0.500 0.0970±0.0485 19 1.000±0.017 0.0483±0.0034 
Australia 2 1.000±0.500 0.0388±0.0194 1 ND ND 14 1.000±0.027 0.0429±0.0042 
New Zealand 1 ND ND 1 ND ND 5 1.000±0.126 0.0406±0.0084 

aPartial helper-component (HC-Pro*), Protein 3 (P3*) and nuclear inclusion b (NIb*) regions (see Material and Methods). 
bNumber of sequences. 
cHaplotype diversity. 
dNucleotide diversity was estimated by the average pairwise difference between sequences in a sample, based on all sites. 
eNot determined. 
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が間もなく，最近分布域を拡大したことを示していると思われた。 

 

 D. 進化速度および時間尺度推定 

 

 HC-Pro*，P3*および NIb*遺伝子領域を用いて，BEAST v1.7.5 (Drummond et al., 

2012) におけるベイズ法により進化速度および時間尺度を解析した。初めに解析

の統計的有意性を確認するために各遺伝子領域ごとにランダマイゼーション検

定を行った結果，これらデータセットはオリジナルのデータセットが採集年度

と塩基配列がランダマイズされたデータセット (10 回反復) と比較し，95%信頼

区間が短く，有意に大きな進化速度であったため統計的有意性が示された (Fig. 

31)。ベイズ因子の値を考慮すると (データ未掲載)，最適な分子時計モデルは 3

領域全て relaxed uncorrelated exponential モデル，統計モデルは constant size が妥

当であると思われた (Table 14)。塩基置換速度の平均値を算出した結果，HC-Pro*，

P3*および NIb*遺伝子領域でそれぞれ 1.47×10-3，1.35×10-3および 1.30×10-3塩基/

部位/年となった。さらに各領域で用いた分離株の共通祖先までの時間を算出す

ると，HC-Pro*，P3*および NIb*遺伝子領域でそれぞれ 610，806 および 679 年

となった (Table 14)。これらの結果を用いて各遺伝子領域について MCC 系統樹

を作成した (Figs. 32-34)。これら MCC 系統樹のオーストラリアとニュージーラ

ンド分離株およびヨーロッパ分離株の位相は ML 系統樹 (Fig. 30) と比較し，推

定法の違いが位相に影響していないことを確認した。 

 

 E. 拡散経路推定 

 

 HC-Pro*，P3*および NIb*遺伝子領域を用いて，ベイジアン系統推定 (Lemey et 

al., 2009) により，TuMV のオーストラリアおよびニュージーランドへの拡散経

路を推定した。病原性や進化的背景を考慮すると，各分子系統サブグループご

とに TuMV の拡散経路は異なることが予想されたため，各サブグループごとに 
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Fig. 31. Estimates of nucleotide substitution rates. Mean estimates and 
95% confidence interval (CI) are shown. These were estimated from 
the partial sequences of 180 helper-component proteinase (HC-Pro*), 
186 protein 3 (P3*) and 182 nuclear inclusion b (NIb*) regions (For 
region, see Material and Methods). The first is based on the original 
data, whereas the remaining ten values are from date-randomized 
replicates, in each set of estimates. The 95% CI of the estimates from 
the date-randomized replicates did not overlap with the mean posterior 
estimate from the original data set. Moreover, the lower tails of the 
credibility intervals were long and tend towards zero. These features 
suggested that there was sufficient temporal structure in the original 
data sets for rate estimation. 
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Table 14. Details of the data sets used for estimation of nucleotide substitution rate and time to the most 
recent common ancestor for Turnip mosaic virus. 

Parameter 
Protein encoding regiona 

Helper-component proteinase Protein 3 Nuclear inclusion b 

Best-fit substitution model GTR + I + Г4 GTR + I + Г4 GTR + I + Г4 

Best-fit molecular clock model Relaxed uncorrelated exponential Relaxed uncorrelated exponential Relaxed uncorrelated exponential 

Best-fit population growth model Constant size Constant size Constant Size 

Sequence length (nt) 927 897 891 

No. of sequences 180 186 182 

Sampling date range 1968-2012 1970-2012 1968-2012 

Chain length (in millions) 100 100 100 

TMRCAb (years)    

   All isolates 610 (233-1156)c 806 (274-1630) 679 (205-1502) 

   Australia    

      basal-B2 subgroup 80 (52-119) [n=12]d 44 (25-65) [n=13] 36 (19-51) [n=2] 

      world-B2 subgroup 14 (9-20) [n=2) 9 (5-29) [n=2] NAe [n=0] 

      world-B3 subgroup 27 (16-36) [n=2] NA [n=1] 46 (28-67) [n=14] 

   New Zealand    

      basal-B2 subgroup 14 (4-29) [n=3] 16 (4-28) [n=3] 22 (12-31) [n=3] 

      world-B2 subgroup 56 (30-83) [n=13] 16 (9-23) [n=10] 17 (11-24) [n=9] 

      world-B3 subgroup NA [n=1] NA [n=1] 68 (36-100) [n=5] 

Substitution rate (nt/site/year) 1.47 × 10-3 ( 1.08 x 10-3-1.89 x 10-3) 1.35 × 10-3 (9.50 × 10-4-1.77 × 10-3) 1.30 × 10-3 (9.07 × 10-4-1.77 × 10-3) 

dN/dSf 0.025 0.120 0.030 

No. of variable sitesg 511 536 493 

aPartial helper-component (HC-Pro*), Protein 3 (P3*) and nuclear inclusion b (NIb*) regions (see Methods). 
bTime to the most recent common ancestor (years). 
c95% highest posterior density interval in parentheses. 
dThe number of isolates in square brackets. 
eNot available. 
fNon-synonymous (dN) and synonymous (dS) substitution (dN/dS) ratios were calculated for three 

protein-encoding regions using the Pamilo-Bianchi-Li method. 

gThe number of variable sites. 
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Fig. 32. Bayesian maximum-clade-credibility chronogram inferred from the 
protein-encoding region of Turnip mosaic virus. The trees were calculated from the 180 
non-recombinant isolates of partial helper-component proteinase (HC-Pro*) (nt 
1460-2494, corresponding to the positions in original UK 1 genome) sequences. The 
non-Australian and non-New Zealand (sub)groups of basal-B1, basal-BR, Asian-BR and 
world-B1 are collapsed. Horizontal blue bars represent the 95% confidence interval (CI) 
intervals of estimates of node ages. The bar graph shows the root state posterior 
probabilities for each location (colored bars). Gray bars show probabilities obtained with 
10 randomizations of the tip locations. 
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Fig. 33. Bayesian maximum-clade-credibility chronogram inferred from the 
protein-encoding region of Turnip mosaic virus. The tree was estimated from the 186 
non-recombinant isolates of partial protein 3 (P3*) (nt 2591-3463, corresponding to the 
positionos in original UK 1 genome) sequences. The non-Australian and non-New Zealand 
(sub)groups of basal-B1, basal-BR, Asian-BR and world-B1 are collapsed. Horizontal blue 
bars represent the 95% confidence (CI) intervals of estimates of node ages. The bar graph 
shows the root state posterior probabilities for each location (coloured bars). Grey bars 
show the probabilities obtained with 10 randomizations of the tip locations. 
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Fig. 34. Bayesian maximum-clade-credibility chronogram inferred from the 
protein-encoding region of Turnip mosaic virus. The trees were calculated from the 182 
non-recombinant isolates of partial nuclear inclusion b (NIb*) (nt 7208-8068) sequences. 
The non-Australian and non-New Zealand (sub)groups of basal-B1, basal-BR, Asian-BR 
and world-B1 are collapsed. Horizontal blue bars represent the 95% confidence interval 
(CI) intervals of estimates of node ages. The bar graph shows the root state posterior 
probabilities for each location (colored bars). Gray bars show probabilities obtained with 
10 randomizations of the tip locations. 
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拡散経路の推定を行った (Fig. 35)。その結果，basal-B2 サブグループの分離株を

用いて HC-Pro*および P3*遺伝子を解析すると，ドイツからオーストラリアおよ

びニュージーランドへの拡散が認められ (HC-Pro*; BF=54，BF=22, P3*; BF=129, 

BF=63)，NIb*遺伝子を用いた解析ではドイツからオーストラリアへの拡散が認

められた (BF=55) (Fig. 35A)。拡散時期はオーストラリアへは約 83-70 年前 (95%

信頼区間; 159-23 年前) であり，ニュージーランドへは約 45-32 年前 (95%信頼

区間; 72-16 年前) と推定された。NIb*遺伝子を用いた解析では，オーストラリ

アからニュージーランドへの拡散 (BF=68) が約 33年前 (95%信頼区間; 54-20年

前) にあったことが示された。対照的に，world-B2 および world-B3 サブグルー

プの両国への拡散は約 42-20 年前 (95%信頼区間; 63-12 年前) であり，比較的最

近であった (Figs. 35B, C，D)。さらにヨーロッパ内および東アジア内での拡散

を解析したところ，近隣国間での拡散 (BF>100) が認められた (Fig. 36)。 

 

 F. 組換え時期の推定 

 

 Visser et al. (2012) の方法に基き，組換え時期の推定を行った (Table 15，Fig. 

37)。グループ間組換え体においては，basal-B2 と world-B3 分子系統グループの

親型を持つオーストラリア分離株の 2 組換え部位 [818 および 3475 塩基 (UK 1

分離株の塩基番号を参照)] の組換えはそれぞれ 50-10および51-22年前に起きた

と推定された。グループ内組換え体においては，basal-B2 分子系統グループのニ

ュージーランド分離株の組換え部位 (6019塩基) の組換えは 75-19年前，world-B

分子系統グループのニュージーランド分離株の 2 組換え部位 (5602 および 5665

塩基) の組換えはそれぞれ 49-20 および 22-11 年前に起きたと推定された。すな

わち，world-B 分子系統グループより basal-B 分子系統グループに関連する組換

えの方が生じた時期は古いと思われた。 
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Fig. 35. Plausible historical migration pathways of Turnip mosaic virus inferred using partial 
helper-component proteinase (HC-Pro*), protein 3 (P3*) and nuclear inclusion b (NIb*) 
regions. Details of the regions are given in Methods. (A-C) Migration routes for Australia and 
New Zealand only are shown, and only when supported by a Bayes factor (BF) > 10. Only the 
migration pathways for basal-B2 (A), world-B2 (B) and world-B3 (C) isolates are shown. (D) 
For each subgroup migration, the BF and estimated age in years before present (YBP) are 
shown. The 95% confidence interval for each age estimate is given in parentheses. We 
analysed basal-B group isolates instead of basal-B2 subgroup isolates because too few isolates 
belong to the basal-B2 subgroup, and only the BFs from the basal-B2 subgroup are listed. BF 
values can be interpreted as follows: 10 ≤BF <30, strong support; 30≤BF<100, very strong 
support; and BF≥100, decisive support. 

A. A. 

B. 

C. 

D. 
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Fig. 36. Plausible historical migration pathways of Turnip mosaic virus inferred using 
partial helper-component proteinase (HC-Pro*), protein 3 (P3*) and nuclear inclusion b 
(NIb*) regions. Details of the regions are given in the Methods. Migration lines between 
European, Asian and American countries are shown, and only when supported by a 
Bayes factor (BF) greater than 10. The migration pathways in basal-B2 (A), world-B2 
(B) and world-wB3 (C) subgroups are shown because Australia and New Zealand 
isolates analysed in this study only fell into these subgroups. For each subgroup 
migration, the BF and estimated age in years before present (YBP) are shown (D). The 
95% confidence interval for each age estimate is given in parentheses. We analysed 
basal-B group isolates instead of basal-B2 subgroup isolates because too few isolates 
belong to basal-B2 subgroup, and only the BFs from the basal-B2 subgroup are listed. 
BF values can be interpreted as follows: 10<BF<30, strong support; 30<BF<100, very 
strong support; and BF>100, decisive support. 

C. 

B. 

A. 

D. 
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Table 15. The estimate of the time of recombination events of Turnip mosaic virus in Australia and New 
Zealand. 

 

Recombination sitea 

 

Parent (5’  3’) 

 

Recombinant typeb 

Recombination age 

(YBP)c 

Stem age 

(YBP) 

Crown age 

(YBP) 

Australia      

 nt 818 world-B3  basal-B2 Inter 50-10 50-18 23-10 

 nt 1080 world-B2  basal-B2 Inter 54-13 54-21 50-13 

 nt 1341 world-B3  basal-B2 Inter 48-21 48-25 40-21 

 nt 1851 basal-B2  basal-B2 Intra 35-9 35-14 22-9 

 nt 2530 basal-B2  basal-B2 Intra 48-23 48-25 37-23 

 nt 2742 world-B3  basal-B2 Inter 38-14 38-14 N/Ad 

 nt 3475 basal-B2  world-B3 Inter 51-22 51-26 49-22 

      

New Zealand      

 nt 5602 world-B3  world-B3 Intra 49-20 49-37 46-20 

 nt 5665 world-B2  world-B3 Intra 22-11 22-11 N/A 

 nt 6019 basal-B2  basal-B2 Intra 75-19 75-28 70-19 

 nt 8071 world-B2  world-B3 Intra 20-10 20-14 19-10 

      

Both countries      

nt 1174 world-B2  world-B2 Intra 27-14 27-18 24-14 

nt 5219 world-B2  world-B2 Intra 24-13 24-17 21-13 

nt 6132 world-B2  world-B3 Intra 28-16 28-20 25-16 
aThe ages of major recombination sites in Australia and New Zealand were estimated with reference to the results 
of Bayesian phylogenetic analyses shown in Fig 37, respectively. The common recombination sites in both 
countries were estimated from the tree including all isolates (data not shown). Nucleotide positions show locations 
of individual genes numbered as in the original UK 1 genome (Jenner et al., 2000). 
bInter; interlineage recombination site, Intra; intralineage recombination site. 
cThe oldest and youngest ages are shown. The oldest and the youngest ages were estimated from the stem and 
crown ages, respectively. Estimates are given in years before present (YBP). 
dNot available
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Fig. 37. The recombinant origins of Turnip mosaic virus in Australia 
(A) and New Zealand (B). Maximum-clade-credibility trees from the 
BEAST analyses are shown with error bars representing the 95% 
confidence interval (CI) of node ages (blue) according to relaxed 
uncorrelated exponential models. Recombinant isolates are 
represented as multiple taxa, each representing a subset of the 
alignment (as indicated) with distinct phylogenetic signal. The 
nucleotide positions of the recombination sites and those in 
parenthesis are shown relative to the 5' end of the genome using 
numbering of the sequences of the aligned sequences used in present 
study and the UK 1 isolate (Jenner et al., 2000), respectively. 

B. 

A. 
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VII. 考察 

 

 1. カリフラワーモザイクウイルス 

 

 過去 50 年以上に渡るデータを用いて CaMV の空間的・時間的な拡散につい

ての調査を行った。本研究はアブラナ科植物が初めて栽培化された地域を含む

地域における調査であり，本研究には含めることができなかった未発見の非ア

ブラナ科植物感染 CaMV 分離株が今回の分子進化的解析の結果に影響を与える

かもしれないが，本研究では，地球規模での CaMV の遺伝的多様性についての

知見を得ることができた。 

パトリスティック距離プロットの解析では，ORFs I-V では各 ORF がそれぞれ

同様の進化をしてきたこと，一方 ORFs I-V および ORF VI が異なる進化をして

きたことを示した。興味深いことに，ORFs I-V からは 35SRNA，ORF VI からは

19SRNA が転写される。これは CaMV の複製機構と進化のメカニズムが関係し

ていることを示しているかもしれない。 

ORF VI には翻訳活性化因子がコードされ，ORFs I-V にはポリシストロニッ

クな 35S タンパク質がコードされている (Haas et al., 2002; Hohn, 2013)。多くの

他の植物ウイルスと同様に CaMV においても組換えが遺伝的多様性を広げる上

で重要な役割を果たしている (Chenault & Melcher, 1994; Froissart et al., 2005)。本

研究では多くのイラン，北アメリカ，日本およびヨーロッパ産分離株が組換え

体であり，その組換え部位は ORF VI の 5’および 3’末端に認められた。これら 2

部位は CaMV の組換えにおけるホットスポットと思われる。これら組換え部位

はCaMVのVi/Av領域 (Kobayashi & Hohn, 2004) および病原性ドメイン (Hapiak 

et al., 2008; Hohn, 2013) に位置する。本研究で検出した組換え部位は CaMV の病

原性に関与していると思われ，これらの組換え体が離散的に分布していること

は複雑な CaMV の地球規模での移行が過去にあったことを示唆していると思わ

れる。 

各地域の CaMV の集団遺伝構造は ORFs I-V および ORF VI を用いた分子系統
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解析の結果から，少なくとも 4 グループが存在することが明らかとなり，それ

ら各グループは地理的に分化しているように思われた。これらの地域特異的な

集団構成は各地域に CaMV 集団が導入される際，栽培されている作物あるいは

自生している雑草の地域間の違いによるボトルネック効果の影響を受けたため，

あるいは創始者効果が働いたためと考えられる。 

集団遺伝学的解析の結果，各地域間で頻繁に遺伝子流動が生じていることが

示された (Fig. 21，Table 6)。特に，地中海沿岸および中東地域，日本およびア

メリカ間において顕著に遺伝子流動が認められ，これらの地域間で過去に罹病

作物の移動があったのではないかと推察された。 

系統地理学的解析の結果，ORFs I-V および ORF VI は異なる移行経路を辿っ

ていることが明らかとなった。例えば，ORFs I-V ではトルコからギリシャそし

てイランへ，一方 ORF VI ではギリシャからトルコ，トルコからイランへ拡散し

た。これらの結果は，過去に CaMV 集団が複雑な地域間の移行を経験したこと

を示唆しており，集団遺伝学的解析の結果とほぼ一致した。また Neighbour-Net 

法を用いたORF VIの系統樹ではイタリア産Bari 1分離株がどのクラスターにも

属しておらず，未知のクラスターが存在する可能性が示唆された (Fig. 19)。さ

らに Bari 1 分離株は分子系統樹および STRUCTURE による集団遺伝解析から最

も起源に近い分離株であると考えられたため，今後 Bari 1 分離株の全ゲノム構

造を決定することは元より本分離株が採集されたイタリアバリ島周辺にて多く

の分離株を採集し，解析を行う必要があるかもしれない。CaMV 集団の地域間

の移行パターンは CaMV の伝搬方法および地理的障壁から受ける影響を反映し

ている可能性がある。CaMV はアブラムシにより半永続的に伝搬される。また

山脈，砂漠あるいはその土地特異的な作物の存在なども大きな制約となって

CaMV の拡散に関係しているかもしれない。ウイルスの拡散における物理的な

障壁については RYMV (Traore et al., 2005) および Tobacco vein banding mosaic 

virus (Zhang et al., 2011) で報告されている。 

CaMV は主にキャベツ，ブロッコリーおよびカリフラワーを含むアブラナ科

植物に感染する。キャベツとケールは紀元前 1000 年から栽培化が始まっており
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(Katz and Weaver, 2003)， それぞれ 17 および 19 世紀になってから北アメリカお

よびに日本に持ち込まれた。ブロッコリーおよびカリフラワーはケールを起源

としており地中海沿岸地域が発祥の地であると考えられている。そしてイタリ

アからヨーロッパの各国へ 16-19 世紀に広まったとされ，北アメリカおよび日本

には 19-20 世紀に導入された (Buck, 1956; Gray, 1982)。分子時計を用いた解析に

より，ORF VI のデータセットで分子系統樹を描くと，最も根元に位置する主要

な分岐は約 450 年前に起きたと思われるが，サブグループはその約 200-350 年後

に出現したと思われる。今回の汁液接種における接種試験ではアブラナ科植物

に対する病原性の差はほとんど見出だせなかったが，おそらく拡散した地域特

有の品種に宿主適応が起きていると思われるため，このサブグループの出現時

期は CaMV 集団が新たな病原性を獲得した時期と一致しているかもしれない。

推定した拡散の速さと経路から，CaMV においておそらくアブラムシによる拡

散は考えにくい。すなわち，アブラムシがウイルスを保毒し，媒介能を有した

まま短期間の間に山脈や海を超えるのは難しいと思われるためである。しかし

ながら，自然界における CaMV の進化は，おそらく伝搬の間の宿主間，そして

宿主内で起こると考えられる集団のボトルネック効果を含む確率論的な過程に

影響を受けると考えられており (Monsion et al., 2008)，アブラムシによる伝搬は

世界規模での拡散には関与していないにしても，限定された地域における伝搬

には関係しているかもしれない。本研究で推定した CaMV の拡散の歴史とこれ

らの作物の世界的な拡散はほぼ一致していた。 

以上の成果は，植物のパラレトロウイルス，2 本鎖 DNA ウイルスについて初

めて時間尺度と拡散経路の解析を行った研究である (Yasaka et al., 2014)。 

 

 2. カブモザイクウイルス 

 

 これまでのオーストラリア産 TuMV に関しては 5 分離株の CP 遺伝子領域，1

分離株の全塩基配列が国際塩基配列データベースに登録されており，これら塩

基配列を用いて解析した結果，オーストラリアには少なくとも 2 リネージが存
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在することが示されていた (Gibbs et al., 2008b)。一方でニュージーランド産

TuMV に関しては 1 分離株の全塩基配列が国際塩基配列データベースに登録さ

れているのみであった。すなわち，両国の TuMV 集団に関する集団遺伝学・系

統地理学的な研究はほとんど進展していなかった。そこで本研究では，オース

トラリアおよびニュージーランドから 32 分離株の TuMV を採集後，全ゲノム構

造を決定し，分子進化的解析を行い，さらにそれら集団の時間尺度および拡散

経路を明らかにした。 

本研究で行った宿主反応調査の結果，ニュージーランド産 NZ290 分離株以外

の分離株はダイコン属植物 (品種; 耐病総太り) に病原性を示さなかった。その

ため，NZ290 分離株を除く他の分離株は B 宿主型であった。両国の分離株の多

くは野生のアブラナ科植物から採集しており，分離株の宿主型と採集植物の間

には相関が認められた。すなわち，両国の TuMV 集団の病原性はアジアの TuMV

集団の病原性と異なり，生物学的に異なる性質を持つと思われた。また両国の

全ての分離株はキノアに汁液接種を行うと，接種葉だけでなく上位葉にも退緑

病斑が認められた。おそらくこれらウイルスは過敏感反応死による細胞内への

封じ込みから逃れていると思われ，つまり，完全にではないが，抵抗性を一部

打破し全身感染能を獲得しているのではないかと思われた。このキノアでの全

身感染は多くのアジアおよびヨーロッパ分離株では認められていない。そのた

め，両国分離株に共通する特徴であり，おそらく TuMV が両国に侵入した後に

病原性を獲得したか，あるいは両国に侵入した TuMV 集団はキノアに全身感染

することが出来る単一あるいは少数の集団であり，それら集団が創始者効果に

よる影響を受けながら両国に拡がったのではないかと思われた。 

 オーストラリアおよびニュージーランド TuMV 分離株の多くは組換え体であ

った。しかしながら，これら組換え体はこれまでのTuMVに関する研究 (Ohshima 

et al., 2002; Ohshima et al., 2007; Nguyen et al., 2013b) で見出された他の地域・国

の組換え体とは組換え体型が異なっていた。すなわち，両国の組換え体は新し

く見つかった組換え体型であった。そのため，TuMV 集団が両国に侵入した後

に組換えが起きたと考えるのが最も妥当と思われた。これまでの研究でウイル
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スにおいて遺伝的組換えは進化の推進力の 1 つに数えられており，ウイルスの

病原性を劇的に変化させることが知られている (Revers et al., 1996; Moury et al., 

2002; Ohshima et al., 2002; Moreno et al., 2004; Tomimura et al., 2004; Chare & 

Holmes, 2006)。また動物および植物ウイルスにおいて，それらの宿主に適応す

るために組換えが促された事例が報告されている (Brennan et al., 2014; Feng, et 

al., 2014; Lefeuvre & Moriones, 2015)。本研究で認められた組換えも例外ではなく，

おそらく両国の環境，特に宿主植物に TuMV が急速に適応するために組換えが

起きたことが考えられた。また，組換え時期の推定を行ったところ，その時期

は両国への侵入時期よりも最近だったことが示され (Table 15)，以上の組換え解

析の結果の解釈を支持したものと思われた。 

 本研究では Neighbor-Net 法，最尤法およびベイズ法を用いた分子系統解析を

行った。Neighbor-Net 法による分子系統樹では，その枝が網状の構造になってい

る場合，それら枝に該当する分離株間で組換えが起きていることが示唆される。

本研究で作成した分子系統樹においても網状の構造が認められ，組換え解析の

結果と比較したところ矛盾がないと思われた。また最尤法およびベイズ法によ

る分子系統樹は位相がほぼ一致していた。本研究では解析に用いたどの遺伝子

領域においても約 200 分離株と大量の分離株を用いたため，分子系統樹の樹形

が安定したと思われた。全てのオーストラリアおよびニュージーランド分離株

は basal-B および world-B 分子系統グループに属したため，これら分子系統グル

ープの分離株が両国では優勢になっていると思われた。しかしながら，本研究

ではオーストラリアの西部地域から TuMV 分離株を採集出来なかったため，そ

れら地域から分離株を集め，再度解析を行う必要性がある。またより多くのア

ブラナ科植物を調査することによって他の分子系統グループに属する分離株が

見つかることも考えられるため，これらは今後の課題と思われた。 

 BEAST ソフトウェアを用いた解析では分子時計の概念を利用し，ウイルスの

進化速度および分岐年代を推定した。初めに 3 統計モデルおよび 4 モデルの合

計 12 通りのパターンを解析し，その中で最もベイズ因子の値が大きな最適なモ

デルを決定した。その結果では，分子時計モデルは exponential clock モデル，統
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計モデルは constant size モデルが支持された。strict clock モデルが支持される場

合は一定の速度で進化していると仮定し，塩基置換速度を固定して推定を行う

が，本研究ではこのモデルは支持されなかった。すなわち，TuMV 集団は一定

の塩基置換速度ではなく，exponential clock モデルで仮定されているような時期

によって塩基置換速度が指数関数的な増減を繰り返す複雑な進化をしていると

思われた。Nguyen et al. (2013a) においても TuMVの時間解析がなされ，HC-Pro，

P3 および NIb 遺伝子領域を用いた解析では本研究で支持された分子時計・統計

モデルが支持され，その TMRCA は 819-1330 年と推定された。そのため本研究

の結果と大きな矛盾はないと思われた。 

分子系統樹上において，両国の分離株はドイツおよびイギリス分離株の姉妹

群であり，両国の分離株の方が新しい位置に来る。すなわち，この分子系統樹

の位相は TuMV がドイツおよびイギリスから両国に拡散してきたことを示唆し

ていると思われた。またベイズ法を用いた分子系統樹では集団の分岐年代を推

定することが出来る (Figs. 32-34)。その結果から，basal-B 分子系統グループの

方が world-B 分子系統グループよりも古いことが考えられ，basal-B2 サブグルー

プに属する TuMV が約 70 年前にドイツからオーストラリアに，約 45 年前にド

イツからニュージーランドに侵入したのが最初の両国への拡散と思われる。さ

らに両国で初めて TuMV の発生が報告されたのは 1930 年代である (Samuel, 

1931; Chamberlain, 1936)。本研究の解析で示された拡散時期とこれらの報告にお

ける初発生時期はほぼ一致していた。しかしながら，本研究で推定された TuMV

のニュージーランドの侵入時期はこれら報告よりも最近である。これはおそら

く侵入時期の解析の鍵となる分離株を本研究では採集出来なかったため，ある

いは既にそれらの分離株が絶滅している可能性を示唆していると思われる。 

以上は初めてオーストラリアおよびニュージーランドの TuMV について時間

尺度と拡散経路の解析を行った報告である (Yasaka et al., 2015)。
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VIII. 総合考察 

 

 本研究ではアブラナ科植物に感染する 2 本鎖 DNA をゲノムに持つ CaMV と 1

本鎖 RNA をゲノムに持つ TuMV の時間尺度および拡散経路について解析し，考

察した。 

CaMV や TuMV のような宿主範囲が重なる別種ウイルスについて，これまで時

間的・空間的アプローチからウイルスを比較した例はほとんどない。本研究の

解析からCaMVおよびTuMVは似た進化速度を持っていた。CaMVは 2本鎖DNA

をゲノムに持つが，CaMV を含むパラレトロウイルスは DNA の複製の際生じる

エラーを校正するプルーフリーディング機能を持たない (Haas et al., 2002)。その

ため，同様にエラーを校正することができない RNA ウイルスの TuMV と同程度

の速度で塩基置換が起きていると思われた。プルーフリーディング機能を持つ

ウイルスとしては，2 本鎖 DNA をゲノムに持つ B 型肝炎ウイルス (Hepatitis B 

virus; HBV) が挙げられ，HBV の進化速度は約 2.29×10-5-1.57×10-4塩基/置換/部位

と推定されている (Zhou & Holmes, 2007; Wang et al., 2010)。一方でパラレトロウ

イルスウイルスと同様にDNAをゲノムとして持つがプルーフリーディング機能

がないウイルスとして代表的なウイルスにレトロウイルスの HIV が挙げられる。

HIV の進化速度は約 7-8 × 10-3 塩基/置換/部位であり，本研究で推定した両ウイ

ルスの進化速度と同程度と推定されている (Duffy et al., 2008; Tee et al., 2009; 

Ward et al., 2014)。つまりプルーフリーディング機能を持つウイルスは，その機

能を持たないウイルスと比較すると進化速度は約10-100倍速い (Zhou & Holmes, 

2007; Aiewsakun & Katzourakis, 2016)。多くのウイルス種で進化速度は常に一定で

はなく，短期間に採集した分離株のみを用い解析を行った場合異なる進化速度

が推定される場合があり (Posada & Crandall, 2001; Ho et al., 2011)，本研究で推定

した CaMV と TuMV においても例外ではないかもしれない。 

 ウイルスの出現や拡散経路を推定する研究は，最近のゲノムシーケンス技術

の向上に伴い脚光を浴びている。DENV は 1899 年頃にインドシナ半島周辺にお

いて，現在世界各地に発生している DENV の共通祖先ウイルスが出現し，そこ
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から数十年を経て世界各地に拡散したと考えられている (Villabona-Arenas & 

Zanotto, 2013)。また地球温暖化などの気候変動が DENV の媒介昆虫であるネッ

タイシマカの生息域を拡大し，DENV の流行・拡散に大きく影響している可能

性が示唆されている (Jetten & Focks, 1997)。一方で植物ウイルスでは TYLCV は

1940 年頃に中東地域で出現し，それから世界各地に拡がったと推定されている 

(Lefeuvre et al., 2010)。TYLCV はタバココナジラミによって永続的に媒介される

ので，TYLCV の拡散は媒介昆虫の拡散に大きく依存している (Mabvakure et al., 

2016)。本研究で推定した CaMV および TuMV の進化的な歴史はこれらウイルス

よりも長いようであったが，今後この理由を明らかにするためには，ウイルス

種の壁を超えて，属・科レベルでの包括的な解析を行う必要があると思われた。 

他種ウイルスの進化・歴史的背景を踏まえると，CaMV および TuMV の進化

の時間尺度と拡散に関しても，両ウイルスを取り巻く多様な環境が複雑に関与

している可能性が高い。CaMV の主な宿主であるキャベツ，ブロッコリーおよ

びカリフラワーなどのアブラナ属植物はおそらくケールから紀元前 1000 年頃に

品種改良された (Katz & Weaver, 2003)。しかしながら，日本やアメリカ合衆国に

は 17-19 世紀まで持ち込まれなかった。ブロッコリーとカリフラワーは地中海沿

岸地方で誕生し，16-19 世紀頃イタリアからヨーロッパ各国に伝播したとされて

いる (Buck et al., 1956; Gray, 1982)。本研究で推定した CaMV の拡散の歴史とこ

れら宿主植物の拡散の歴史はほぼ一致していた。また一般的に植物ウイルスは

その媒介昆虫により伝搬されるため，地理的に近い地域から遅々と広がってい

くと思われる。そのためオーストラリアおよびニュージーランドの TuMV の場

合，東南アジア (5000-9000 km) が最も地理的には近いためこれら地域から拡散

してきたと考えるのが妥当である。しかしながら，本研究では両国の TuMV 集

団は組換え，分子系統および集団遺伝学的解析から日本，中国およびベトナム

のような東・東南アジアの TuMV 集団とは遺伝的に異なり，むしろ地理的に遠

いヨーロッパ (16000-18000 km) から約 80 年前に拡散してきた証拠を示した。

両国は新世界に属する地域にあり，その歴史は比較的新しく農業の歴史は 200

年にも満たない。そしてヨーロッパ，特にイギリスからの移民が現在の人口の
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大部分を占めており，第二次世界大戦を期にその移民の数も増加，農業に関し

てもヨーロッパから多くの影響を受けている (Wace, 1985)。両国は最近までイギ

リスやヨーロッパ本土から多くの移民を受け入れており，多くの種苗はこれら

地域から輸入されてきた (Wace, 1985; Zubareva et al., 2013)。本研究では，両国の

TuMV 集団がこれら人間の活動に影響されて両国に侵入した可能性が示された。

また分子系統樹の分離株の位相から，両国の分離株の上位の枝に位置するドイ

ツおよびイギリスの分離株は球根植物などの園芸作物から採集されており，両

国への TuMV の侵入はヨーロッパから輸入された罹病園芸作物によるものと思

われた。以上は，植物ウイルスの他国への侵入が人類の移動とそれらの国々で

の農業の発展の時間尺度において一致していることを示しており，本研究は植

物ウイルスとしてはそれらの関係を最初に明らかにした。 

近年では世界的に外来生物の侵入が問題視されており，植物ウイルスもその

例外ではない。以前は侵入が不可能な環境条件であっても，環境変動によって

その種の侵入に有利な環境に変化していく場合があり，予期しないウイルスが

出現する可能性も懸念される。また国際的な貿易が盛んになってきており 

(Barraclough & Ghimire, 2013)，罹病植物が様々な国に持ち込まれる機会が以前に

比べて増えてきている。我が国においても，1980 年から 2010 年の間に農作物の

輸入額が約 6 倍に増加している (浅見，2014)。このような時代背景もあり，作

物に感染するウイルスの世界的拡散にはより一層の注意が必要と思われる。こ

れまで人間に感染するいくつか動物ウイルスでは，人類の移動との関連性につ

いて報じられている (Sugimoto et al., 1997; Yogo et al., 2007)。 一方，植物ウイル

スでは以前から農業の歴史や農作物の移動と関連していることが示唆されてお

り (Gibbs et al., 2008; Sacristán & García-Arenal, 2008)，人間の営みが植物ウイルス

に多大な影響を与えている可能性がある。人間が新しい作物や品種を生み出し，

栽培していることを考えると，特に栽培作物に感染するウイルスの場合，人間

の行動がウイルスの進化や拡散をコントロールしているのかもしれない (大島, 

2015)。おそらく両ウイルスについても例外ではなく，現代まで人間の行動に大

きく影響を受けながら，進化・拡散を続けてきたと思われた。 
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 本研究では，アブラナ科植物に感染する CaMV と TuMV の時間尺度と拡散経

路を明らかにし，得られた知見では人間の手によって植物ウイルスが運ばれ，

世界各地に拡散していったことを示唆したことから，国際的な植物防疫に貢献

する情報を提供できる可能性がある。最近ではインフルエンザウイルスではそ

の大量のゲノムデータを用いて未来の進化の道筋を予測し，ワクチンや治療法

の開発に役立てるための研究が盛んに行われている (Chao et al., 2010; Ahn et al., 

2014; Guo et al., 2015)。植物ウイルスにおいても同様の技術は応用できると思わ

れる。本研究がこれら応用研究の基盤になり，さらには植物ウイルスが「なぜ」

「いつ」「どのようにして」誕生したのかという極めて根源的な問いに対するヒ

ントも提示できるかもしれない。 
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