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蒸気土壌消毒によるPepper mild mottle virusの土壌伝染防除
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Prevention of soil transmission of Pepper mild mottle virus by soil steam sterilization.

By Shigeharu TAKEUCHI and Youichi KAWADA（Kochi Agricultural Research Center, Hataeda 1100, 
Nankoku, Kochi 783-0023, Japan, *Reihoku Agriculture Development Expansion Center, Tai, Tosa-
cho, Kochi 781-3521, Japan）

To prevent soil transmission of Pepper mild mottle virus （PMMoV）, we evaluated the control effect 
of soil steam sterilization. PMMoV in pepper roots was inactivated by heat treatment for 30 min at 
90℃ or 12 h at 80℃ . In soil steam sterilization with the canvas hose manner, it was difficult to raise 
temperature of deep layer soil such as 30cm under ground, and infectivity of PMMoV in pepper roots 
buried in such deep layer was not affected. On the contrary, temperature of surface layer soil, which 
contains PMMoV virions involving soil transmission of PMMoV, was raised until enough level for 
inactivation of PMMoV. In the field trials conducted in PMMoV infested soils, soil steam sterilization 
absolutely prevented PMMoV infection to pepper plants through soil.
Thus, we concluded soil steam sterilization with the canvas hose manner is a practical technique for 
control of PMMoV infection through soil.

緒 言

　Pepper mild mottle virus （PMMoV）によるピー
マンモザイク病は，収量や果実品質の低下によっ
て大きな経済的損失を招くピーマンの重要病害で
ある（長井ら，1981：竹内，2000）。PMMoVな
どのトバモウイルスは，ピーマンでは種子伝染に
よって圃場に持ち込まれ，強い接触伝染力によっ
て急速に圃場内に蔓延し，栽培終了後は罹病植
物の残渣とともに土壌中に残って次作への伝染源
となる（Tosic et al., 1980：Pares and Gunn, 1989：
竹内，2000）。このため，PMMoVによるモザイ
ク病を防除するためには，無病種子の生産や種子
消毒の励行など，種子伝染の防止対策が重要であ
ると同時に，既発圃場では土壌中に存在するウイ
ルスを不活化する必要がある。

　PMMoVの土壌伝染防止法として，これまでは
臭化メチルによる植付け前の土壌くん蒸が一般的
に実施されてきた（米山，1988a：米山，1988b）。
ところが，臭化メチルはオゾン層破壊物質に指定
され，その使用が厳しく制限されるようになった
（楯谷，1998：楯谷，2006）。このため，臭化メチ
ルに代わるPMMoVの土壌伝染防除技術の確立が
強く求められている。
　そこで今回，PMMoVの土壌伝染に対する蒸気
土壌消毒の防除効果を検討したところ，高い効果
を確認できたので報告する。

材料および方法

　PMMoV-#7（Takeuchi et al., 2005）の純化粒
子10μg/mlをポット植えのピーマン幼苗（品種：
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トサヒメ：斉藤・中沢，1984）にカーボランダム
法で機械接種した。接種15日～28日後に苗をポッ
トから抜き取り，根を水洗して長さ約１cmに細
断した。この断片数本をひとまとめにして重量を
測定した後，1.5ml容量のマイクロチューブに詰
めた含水率25％の土壌（灰色低地土）中に埋め
込み，ふたを閉じた。チューブ24本を１組とし，
熱処理区として70℃，80℃，90℃または100℃に
設定した恒温器（Perfect oven PH-100, Tabaiま
たはConstant temperature oven DK63, Yamato）
内に21本，無処理区として室温条件に3本静置し
た。また，熱処理区には根を埋め込んだチューブ
とは別に土壌だけを充填したチューブを１本ずつ
用意し，チューブのふたに穴をあけて上から土壌
中にセンサーを挿入して温度を測定した。土壌の
温度が恒温器の設定温度に到達した時点を起点と
して，10分，30分，１時間，３時間，６時間，12
時間および24時間後に根を含んだチューブを3本
ずつ取り出し，氷中で冷却した後室温に保った。
24時間処理が終了した後にそれぞれのチューブか
ら根を掘り出し，0.1Mリン酸緩衝液（pH7.0，以
下PB）中で洗浄した後，次のような手順で根に
含まれるPMMoVの感染性を検定した。まず，掘
り出した根の断片を少量のPB中で磨砕し，熱処
理前に測定した重量を基準として1：1000（w:v）
となるようにPBで希釈した。この磨砕希釈液を
接種源として，Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc
（以下Xanthi-nc）の成葉からコルクボーラーで
打ち抜いた直径12mmのリーフディスクに接種し
た。接種後直ちにリーフディスクを蒸留水で洗浄
し，乾燥を防ぐため直径９cmのガラスシャーレ
中の0.4%寒天平板上に置床した。シャーレを25℃
恒温，16時間日長条件下に保ち，接種３日後に
ディスク上の局部病斑数を計数した。なお，１試
料に対してリーフディスクを５枚ずつ使用し，３
回繰り返して検定した。

２．蒸気土壌消毒の有効深度
　PMMoV-#７を接種したポット植えピーマン
（トサヒメ）の苗を，接種20日後にポットから抜
き取り，根を回収して1.5gずつに分け，ガーゼで
包んだ。ビニルハウス内の幅0.8m×長さ12.6ｍの
コンクリート枠（無底）内に，高さ30cm，上面
幅15cm，底面幅80cmの畦を作製し，長さ6.3mず

つに二分して一方を蒸気土壌消毒区，他方を無
処理区とした。蒸気土壌消毒区については，畦
中央の地表面から深さ30cmまで，５cmおきに
ガーゼで包んだピーマンの根を埋設するととも
に，それぞれの近傍に温度センサーを埋設した。
無処理区については，深さ15cmにのみ根を埋設
した。蒸気土壌消毒は丸文製作所SB-250型蒸気
土壌消毒機を用いたキャンバスホース法（藤村，
1966）で2003年12月４日に実施した。この際，2
分間隔で地温を記録し，深さ20cmの地温が60℃
を超えるまで20分間蒸気を注入した。翌日，埋
設した根を掘り出して水洗し，15mlのPB中で磨
砕してSuzuki et al.（1990）の方法に準じて間接
ELISAを行った。また，この磨砕液をPBでさら
に100倍希釈し，Xanthi-ncの３個体にわたる３半
葉に接種した。この際，それぞれの対半葉には
PMMoV-#7の純化粒子（5μg/ml）を接種した。
接種後植物をガラス温室内に保ち，接種５日後に
局部病斑数を計数した。

３．防除試験
試験１
　ビニルハウス内の幅0.8，長さ12.6m，無底のコ
ンリート枠内（灰色低地土）で行った。あらか
じめピーマンの苗（品種：トサヒメR：松本ら，
1999）を定植し，PMMoV-#７の純化粒子10μg/
mlを接種して2003年３月26日から７月１日まで
96日間栽培し，土壌をウイルスで汚染した。接
種株を抜き取って土壌を耕耘した後，高さ20cm，
上面幅20cm，底面幅80cmの畦を作製し，長さ
6.3mずつに二分して一方を蒸気土壌消毒区，他
方を無処理区とした。蒸気土壌消毒に先立ち，各
区の地表面と深さ10cm，20cmおよび30cmの位
置から土壌を少量採取してTakeuchi et al.（2000）
の方法で間接ELISAを実施し，土壌の汚染程度
を調べた。蒸気土壌消毒は接種株を抜き取った翌
日の７月２日に，丸文製作所SB-250型蒸気土壌
消毒機を用いたキャンバスホース法で行った。こ
の際，深さ10cm，20cmおよび30cmの地温を２
分間隔で測定し，深さ20cmの地温が60℃を超え
るまで24分間蒸気を注入した。７月４日（蒸気土
壌消毒の翌々日）にピーマン（トサヒメR）の苗
を各区12株ずつ50cm間隔で定植した。定植後の
整枝，剪定，収穫などの管理作業に際しては，そ
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れぞれの区で専用のはさみを使用し，区間を移動
する際に石鹸で手を洗うことで区間の接触伝染を
防いだ。ただし，区内での接触伝染防止対策はと
らなかった。定植直後から適宜葉のモザイク病斑
の有無を肉眼観察するとともに，定植80日後の９
月22日に全株について，DAS-ELISAとRT-PCR
でPMMoVの感染を確認した。

試験２
ビニルハウス内（幅７ｍ×長さ10.6m，灰色低地
土）で行った。あらかじめ圃場内に定植したピー
マン（トサヒメR）の苗に対して，2004年７月１
日にPMMoV-#7の純化粒子10μg/mlを接種し，
11月１日まで92日間栽培して土壌を汚染した。
接種株を抜き取った後，圃場全体を耕耘し，幅
1.35m×長さ5.3m，高さ20～23cmの畦を８畦作製
した。このうち半分の４畦を蒸気土壌消毒区，残
りの４畦を無処理区とした。さらに，各区4畦の
うちの２畦ずつに対して，蒸気土壌消毒時の地温
上昇を促進する目的で，稲ワラの混和（1.4t/10a）
と散水による前処理（竹内・川田，2006）を行っ
た。蒸気土壌消毒区については，各畦中央部の
深さ10cm，20cmおよび30cmの位置に温度セン
サーを埋設するとともに，温度センサー近傍の土
壌を少量採取し，無処理区全体の中から任意に選
んだ1地点の深さ10cm，20cmおよび30cmから採
取した土壌とともに間接ELISAを行ってPMMoV
の汚染を確認した。また，蒸気土壌消毒区から
採取した土壌については，105℃で４日間乾燥さ
せ，乾燥前後の重量差から含水率を算出した。蒸
気土壌消毒は接種株を抜き取った４日後の11月５
日に，ヤンマーAT-500型蒸気土壌消毒機を用い
たキャンバスホース法で実施した。この際，２分

間隔で土壌の温度を測定し，前処理を行った蒸気
土壌消毒区の深さ20cmの温度が２畦とも60℃を
超えるまで，３時間25分蒸気を注入した。播種前
に種子がトバモウイルスで汚染されていないこと
をDISA（Takeuchi et al., 1999）によって確認し，
その後育苗したピーマン（トサヒメR）の苗を蒸
気土壌消毒の４日後（11月９日）に株間50cmで
各区８株ずつ定植した。定植後の栽培管理にあ
たっては，試験区ごとに使い捨てのビニール手袋
と専用のはさみを用い，区間の接触伝染を防い
だ。ただし，区内での接触伝染防止対策はとらな
かった。定植直後から葉のモザイク症状の有無
について適宜肉眼観察を行うとともに，定植160
日後の４月18日に全株を抜き取り，DAS-ELISA
によって葉と根へのPMMoVの感染の有無を調べ
た。なお，無処理区のうち，前処理未実施の一方
の反復区に疫病が発生し，１月21日までに２株，
４月１日に１株が枯死したため，それ以降の調査
から除外した。ただし，４月１日の枯死株につい
ては，根を保存してELISAに供した。

結 果

１．PMMoVの耐熱性
　土壌に埋設されたピーマンの根に含まれる
PMMoVの感染性は，70℃では12時間処理で低下
せず，24時間処理でやや低くなった。80℃では30
分処理で著しく低下し，12時間処理で感染性が認
められなくなった。90℃では30分処理，100℃で
は10分処理で完全に失活した（第１表）。

２．蒸気土壌消毒の有効深度
　蒸気土壌消毒によって，地表面から深さ15cm

第１表　ピーマンの根片中のPMMoVの耐熱性

温度（℃）
処理時間

無処理 10分 30分 １時間 ３時間 ６時間 12時間 24時間
70 107.0a） 115.0 119.7 121.3 101.7 118.3 117.7 65.3 
80 74.0 16.3 4.3 1.7 4.0 2.7 0 0 
90 117.7 0.3 0 0 0 0 0 0 
100 84.3 0 0 0 0 0 0 0 

a）数字はNicotiana tabacum cv. Xanthi-ncのリーフディスク（φ12mm）５枚上に生じた局部病斑数
　（各３試料３反復の平均値）
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まではほぼ100℃に到達し，90℃以上の地温が
20～38分間維持された。しかし，深さ20cmでは
84℃までしか上昇せず，80℃以上の地温も２分
しか維持されなかった。深さ25cmと30cmでは
さらに地温が上昇しにくかった（第２表）。一
方，深さ20cmより浅い位置に埋設した根から抽
出されたPMMoVは，ほとんど感染性が認めら
れず，ELISAにおける吸光度も低かった。しか
し，深さ25cmと30cmに埋設した根から抽出され
たPMMoVは，無処理区の深さ15cmに埋設した
根から抽出されたPMMoVと同等の感染性および
ELISA値を示した（第３表）。

３．防除試験
　試験１と２のいずれにおいても，試験開始前の
土壌からELISAによってPMMoVが検出され，土
壌の汚染が確認された（第４，６表）。
試験１では，地温は地表面と深さ10cmで99℃ま

で上昇し，90℃以上の地温がそれぞれ42分と1時
間14分持続した。深さ20cmの最高地温は80℃で6
分間持続し，70℃以上の地温は１時間36分持続し
たが，深さ30cmでは47℃までしか上昇しなかっ
た（第５表）。無処理区では，定植45日後の８月

第２表　蒸気土壌消毒時の最高到達温度と温度域別保持時間（時間：分）

深度（cm） 最高温度
（℃）

温度域（℃）
90≦ 80≦＜90 70≦＜80 60≦＜70

0 100 0:30 0:14 0:40 0:56
5 100 0:38 0:36 0:54 1:08
10 100 0:38 0:36 0:56 1:20
15 99 0:20 0:34 0:58 1:26
20 84 0:00 0:02 0:18 1:46
25 52 0:00 0:00 0:00 0:00
30 34 0:00 0:00 0:00 0:00

第３表　蒸気土壌消毒後のピーマン根から抽出されたPMMoVの感染性とELISA値a）

深度（cm）
蒸気土壌消毒 無処理

感染性 ELISA値 感染性 ELISA値
0 0.000 0.109 
5 0.002 0.052 
10 0.000 0.095 
15 0.013 0.084 1.390 1.834 
20 0.000 0.077 
25 1.147 1.803 
30 1.106 1.751 

a）感染性は試料の接種によってNicotiana tabacum cv. Xanthi-ncの半葉に生じた局部病斑数をPMMoV
の純化粒子（５μg/ml）の接種によって対半葉に生じた局部病斑数で除した値。３葉の平均値。
ELISA値は基質注入60分後（25℃）に測定した405nmにおける吸光度。３ウエルの平均値。

第４表　蒸気土壌消毒前の土壌抽出液のELISA
値a）（試験１）

試験区 深度（cm） A405

蒸気土壌消毒

0
10
20
30

0.697 
0.755 
0.910 
0.291 

無処理

0
10
20
30

0.292 
0.051 
0.461 
0.440 

a）基質注入60分後（25℃）に吸光度を測定した。
数値は３ウエルの平均値
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18日になって１株にモザイク症状が認められ，以
後漸増した。調査を打ち切った９月17日までに12
株中７株が発病し，最終的な発病株率は58.3%と
なった。これに対し，蒸気土壌消毒区では試験
期間中全く発病が認められなかった（第１図）。
ELISAとRT-PCRの結果，発病が認められた全株
からPMMoVが検出され，発病しなかった株から
は検出されなかった（データ省略）。
　試験２において，土壌の前処理を行った畦と
行わなかった畦の含水率は，深さ10cm，20cm，
30cmでそれぞれ25.5%，22.5％，23.0％と15.7%，
17.6%，20.1%（いずれも２畦の平均）であった。
地温は前処理を行った畦で速く上昇し，いずれの
反復区でも深さ10cmの地温が100℃に到達した。
これに対し，前処理を行わなかった区は90℃ま
たは73℃までしか上昇しなかった（第７表）。無

第１図　圃場に定植したピーマンのモザイク病発
病推移（試験１）。１区12株無反復

第５表　蒸気土壌消毒時の温度域別持続時間（時間：分）（試験１）

深度（cm） 最高温度
（℃）

温度域
90≦ 80≦＜90 70≦＜80 60≦＜70

 0（地表面） 99 0：42 0：30 1：18 1：44
10 99 1：14 1：24 1：46 2：26
20 80 0：00 0：06 1：38 3：26
30 47 0：00 0：00 0：00 0：00

第６表　蒸気土壌消毒前の土壌抽出液のＥＬＩＳＡ値a）（試験２）

試験区 前処理 反復 深度（cm） Ａ405

蒸気土壌消毒

有

Ⅰ
10
20
30

0.634
0.632
0.339

Ⅱ
10
20
30

0.732
0.495
0.078

無

Ⅰ
10
20
30

0.512
0.633
0.663

Ⅱ
10
20
30

0.562
0.606
0.253

無処理
10 0.713
20 0.136
30 0.059

非汚染土 0.088

a）基質注入60分後（25℃）に吸光度を測定した。数値は３ウエルの平均値。
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処理区のうち，土壌の前処理を行わなかった区で
は，定植73日後の１月21日にモザイク症状が認め
られはじめ，以後漸増して最終的には疫病で枯死
した２株を除き，両反復区を合わせた14株のうち
の13株が発病して発病株率は92.9%となった。一
方，土壌の前処理を行った区でも，定植79日後
の１月27日からモザイク症状が認められ，最終
的には16株中７株が発病し，発病株率は43.8％と
なった。これに対し，蒸気土壌消毒を行った区で
は，土壌の前処理の有無に関わらず，調査期間中
全く発病が認められなかった（第２図）。さらに，

調査終了後に全株を抜き取り，葉と根に分けて
ELISAを実施した結果，全ての発病株の葉から
PMMoVが検出され，無発病株の葉からは検出さ
れなかった。また，無処理区では地上部に病徴が
認められなくても根からPMMoVが検出される場
合があった。これに対して，蒸気土壌消毒区では
全ての株で根からもPMMoVは検出されなかった
（第８表）。

第７表　蒸気土壌消毒時の温度域別地温保持時間（時間：分）（試験２）

前処理 反復 深度
（cm）

最高温度
（℃）

温度域（℃）
90≦ 80≦＜90 70≦＜80

有

Ⅰ
10 100 3：58 2：14 2：30
20 100 2：30 2：12 2：58
30 86 0：00 0：26 1：42

Ⅱ
10 100 3：10 1：34 2：04
20 68 0：00 0：00 0：00
30 43 0：00 0：00 0：00

無

Ⅰ
10 90 0：04 1：40 1：48
20 50 0：00 0：00 0：00
30 39 0：00 0：00 0：00

Ⅱ
10 73 0：00 0：00 1：30
20 43 0：00 0：00 0：00
30 34 0：00 0：00 0：00

第２図　圃場に定植したピーマンのモザイク病発
病推移（試験２）。１区８株２反復で実
施し，その合計を示した。

第８表　ＤＡＳ－ＥＬＩＳＡにおけるＰＭＭｏＶ
陽性株数

試験区 前処理 反復 調査株数
検定部位
葉 根

蒸気土壌
消　　毒

有
Ⅰ 8 0 0
Ⅱ 8 0 0

無
Ⅰ 8 0 0
Ⅱ 8 0 0

無処理
有

Ⅰ 8 7 8
Ⅱ 8 0 1

無
Ⅰ 6（5）a） 5 6
Ⅱ 8 8 8

a）疫病により１月21日までに２株，４月１日に
１株が枯死したため，ＥＬＩＳＡは枯死しな
かった５株の葉と４月１日に枯死した１株を含
む６株の根を対象に実施した。
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考 察

　PMMoVの粗汁液または葉片中での耐熱性は80
～90℃ 10分と報告されている（長井ら，1981）。
今回は，蒸気土壌消毒を行う場面でウイルス
の不活化に必要な温度と時間を推定するため，
PMMoVに感染したピーマンの根を土壌中に埋設
して所定の時間熱処理を行い，根から抽出され
るウイルスの感染性を調べた。その結果，土壌
中に埋設された根片中のPMMoVは，土壌温度
が90℃の場合は30分，80℃では12時間で不活化
されることがわかった。一方，ピーマンの栽培
圃場の土壌で，PMMoVは少なくとも深さ30cm
まで分布することが明らかにされている（竹内，
2000）。このことから，蒸気土壌消毒によって土
壌中のPMMoVを完全に不活化するためには，深
さ30cmの地温を90℃に上昇させて10分以上，あ
るいは80℃で12時間以上保つ必要があると考えら
れた。
　しかし，キャンバスホース法による蒸気土壌消
毒で，深さ30cmの地温を80℃以上に上昇させる
ことは極めて難しく，今回の試験で使用したよう
な小面積のコンクリート枠内という条件でも，深
さ25cmの最高地温は52℃に留まり，これより深
層に埋設したピーマンの根に含まれるPMMoVは
不活化されなかった。
　このような結果は，汚染圃場で蒸気土壌消毒
を行った防除試験においても同様であり，コン
クリート枠内で行った試験１では深さ30cmの最
高地温が47℃に留まった。また，通常のビニル
ハウスで行った試験２では，既報（竹内・川田，
2006）のように土壌の前処理として稲ワラの施用
と散水を行うことで，乾燥土壌よりも最高到達温
度は高くなり，一方の反復区では深さ30cmの最
高到達温度が80℃を上回った。これに対して，土
壌の前処理を行わなかった場合には深さ20cmで
も50℃に留まった。
　ところが，このような温度であったにもかかわ
らず，試験１と２のいずれにおいても，蒸気土壌
消毒を行った区に定植したピーマンには，調査期
間中全くモザイク症状が認められず，根からも
PMMoVが検出されなかった。
　魚住・西村（1971）はタバコモザイクウイルス
のタバコへの土壌伝染に寄与するのは，地表面付

近に分布するウイルス粒子であると述べている。
また，PMMoVの土壌伝染に関与するのは，地表
面付近のウイルス粒子であり，定植後に伸張した
根がウイルスと接触して感染する確率は極めて低
いことが示唆されている（竹内，2000：大木ら，
2003）。キャンバスホース法による蒸気土壌消毒
では，深層の土壌をPMMoVの不活化に有効な温
度に上昇させることはできないが，地表面に蒸気
を噴出するために，地表面付近の地温は短時間で
も容易に高温まで上昇する。その結果，土壌伝染
に最も関与する表層土壌に存在するPMMoVはほ
ぼ完全に不活化され，高い防除効果が得られたも
のと推察された。
　防除試験２において，無処理区のうち，前処理
として稲ワラ施用と散水を行った区では，前処理
を行っていない区よりも発病時期が遅れ，その後
の発病株率も低く推移した。土壌中のトバモウイ
ルスの感染性保持時間は，土壌中の罹病残渣の腐
敗速度に依存しており，適当な水分を含んだ土壌
条件の場合に湛水条件や乾燥条件よりも腐敗が進
行しやすく，ウイルスの不活化も速いことが報告
されている（長井，1981：竹内，2000）。本試験
で観察された現象も，これらの報告と類似してい
るが，土壌の前処理から定植までの期間がわずか
8日間であったことから，腐敗促進以外の要因に
よって発病が遅延した可能性もあり，前処理と土
壌伝染との関係については，今後詳細に調べる必
要がある。また，蒸気土壌消毒で不活化されな
かった深層土壌のウイルス粒子は，長井（1981）
が述べているように，時間の経過とともに徐々に
感染性を喪失すると考えられるが，翌年の伝染源
として機能し得るかどうかについては，今後検討
する必要がある。
　以上のように，キャンバスホース法による蒸気
土壌消毒は，ピーマンにおけるPMMoVの土壌伝
染に極めて高い防除効果を示し，臭化メチルに
代わる土壌消毒技術として有望であると考えられ
た。

摘 要

　ピーマンにおけるPMMoVの土壌伝染に対する
蒸気土壌消毒の防除効果を調べた。ピーマン根
片中のPMMoVを完全に失活させるには，90℃で
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30分，80℃では12時間の熱処理が必要であった。
キャンバスホース法による蒸気土壌消毒では，深
さ20cmより深層の土壌をPMMoVの不活化に有
効な温度にまで上昇させることは難しく，温度上
昇が不十分な深さに埋設したピーマン根片中の
PMMoVは，蒸気土壌消毒によって不活化されな
かった。しかし，表層土壌の温度は比較的容易に
上昇した。PMMoV汚染圃場で実施した防除試験
では，無処理区でPMMoVの感染が認められたの
に対して，蒸気土壌消毒区では伝染に関与する地
表面付近のウイルスを不活化することで，全く感
染が認められず，高い防除効果が確認された。
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