
緒　　　　言

　カンキツグリーニング病（Huanglongbing, 以下HLB）は、
カンキツ類に樹勢の低下、収量の減少を引き起こし、最終
的に罹病樹が枯死に至る重要病害であり、東南アジアやフ
ロリダ半島、ブラジル等のカンキツ生産地域で甚大な被害を
及ぼしている（da Graca, 1991、Texeira et al., 2005）。本
病の病原菌としてCandidatus Liberibacter asiaticus（以下
Las）、Ca. L. africanus及びCa. L. americanusの3種が報
告されており、日本で発生が確認されているLasは接木及びミ
カンキジラミ（Diaphorina citri Kuwayama）による永続的な
媒介により健全樹へ感染する（da Graca, 1991）。日本では、
1988年に沖縄県西表島において発生が初めて確認された後
(Miyakawa and Tsuno, 1989)、沖縄県のほぼ全域（河野ら, 

1997、内藤ら, 2001）及び鹿児島県の奄美群島の一部（濱島ら, 

2003、篠原ら, 2006）でも発生が確認された。現在、本病の
未発生地域へのまん延を防止するため、植物防疫法により本
病の発生地域から本病原菌の宿主植物、ミカンキジラミ及び

その寄主植物の移動を規制するとともに、各自治体において
終息またはまん延防止のための防除を行っている。
　奄美群島では、本病原菌の発生調査が鹿児島県により定
期的に実施されている。住宅地、果樹園等に植栽されている
カンキツ樹を観察し、Ohtsu et al.（1998）の病徴型を呈した葉
を採取後、PCR検定を行った結果、本病原菌が検出された
場合は罹病樹と判断し、当該樹の伐採を行っている（篠原ら, 

2006、都外川ら, 2010）。しかし、本病原菌による罹病樹の
病徴は微量要素の欠乏症状等と類似していることから（Ohtsu 

et al., 1998）、発生調査における病徴の判断は困難を伴う。
また、本病原菌のカンキツ樹体内における分布は偏在すること
が指摘されており（岩波ら, 2009）、罹病樹であったとしても採
取試料に本病原菌が存在しない、または菌濃度が検出限界
以下の場合、検出を行うことができず、罹病樹を見落としてし
まう可能性が考えられる。従って、本病原菌による罹病樹の
病徴や、病徴の違いによる検出頻度及び菌濃度の傾向につい
て把握することは、発生調査における試料採取の判断におい
て重要と考えられる。
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Abstract: Identification of Huanglongbing infections by visual observation is difficult because 
physical factors such as nutrient deficiencies can cause similar symptoms. In this study, we observed 
the leaf symptom types of citrus trees infected by Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) in 
Okinoerabu Island and investigated the detection rate for each symptom type. Furthermore, we 
investigated the associations among the leaf symptom types and copy number of Las DNA. The copy 
number of Las DNA in citrus leaves with symptoms was estimated by quantitative PCR analysis. 
Leaf mottling, complex vein yellowing and yellow blotching had a high detection rate. The copy 
number of Las DNA in leaves with vein yellowing was lower than that in leaves with other symptom 
types. There was no considerable difference in the copy number of Las DNA among the other 
symptoms. Furthermore, there was no major difference between mild and severe mottling. Therefore, 
to conduct more efficient surveys for Las detection, we should preferentially and aggressively collect 
leaves with mottling and leaves with mild symptoms.
Key words: Candidatus Liberibacter asiaticus, leaf symptom type, quantitative PCR analysis

植物防疫所調査研究報告（植防研報）
第50号：83～88　　　平成26年（2014） 資　　　　料

1)横浜植物防疫所調査研究部



84 植 物 防 疫 所 調 査 研 究 報 告 第50号

　そこで、本調査では試料採取の際に優先的に採取すべき葉
の病徴について検証するため、鹿児島県沖永良部島で確認さ
れたHLB自然罹病樹の葉の病徴について観察し、病徴型別
の発現頻度を調査した。また、カンキツ葉の病徴及び発症程
度別に葉内のLasの濃度（遺伝子のコピー数）を定量解析する
ことで検定に供試する検体として適当な病徴について検討を
行った。
　

材料および方法

１．供試試料
　2010年6月、2011年2月、5月及び11月の鹿児島県大島郡知名
町、2010年9月及び11月の和泊町におけるHLBの発生調査で
Lasの感染が確認されたカンキツ樹65本の亜主枝ごとに着い

た複数枚の葉を1検体として試験に供した。なお、発生調査に
おける検定に準じるため、１検体当たり複数枚の葉を用いた。
供試した葉はOhtsu et al.（1998）の病徴型による分類を行うと
ともに（Fig. 1）、TypeⅠの病徴型については退緑斑紋の病徴
が葉表面全体に現れる場合（以下、明瞭な退緑斑紋）（Fig. 1 
Ⅰ-1）と葉表面の一部のみに現れる場合（以下、不明瞭な退緑
斑紋）（Fig. 1 Ⅰ-2）に発症程度を分類した。TypeⅢの病徴型
については主脈及び側脈が緑色に残る場合と（以下、部分的
な退緑化）（Fig. 1 Ⅲ-1）主脈を残して葉表面全体が黄化してい
る場合（以下、全体的な退緑化 ）（Fig. 1 Ⅲ-2）に発症程度を
分類した。また、1枚の葉にTypeⅤ及びⅦの病徴型を同時に呈
している場合は「TypeⅤ＋Ⅶ」の病徴型に分類した（Fig. 1 Ⅴ+

Ⅶ）。同一亜主枝内の葉が、異なる病徴型または発症程度を
呈した場合は、病徴型または発症程度ごとに供試した。

Fig. 1. Symptoms of Las of this survey materials.
 Ⅰ: mottling (TypeⅠ), Ⅱ: chlorosis with green netlike veins (TypeⅡ), Ⅲ:severe chlorosis with green main veins (TypeⅢ), 
 Ⅴ: vein yellowing(TypeⅤ), Ⅶ: yellow blotching (TypeⅦ), Ⅴ+Ⅶ: complex of vein yellowing and yellow blotching (TypeⅤ＋Ⅶ)
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２．DNA抽出及び鋳型DNAの調整
　松浦ら(2012)のCTAB法を改変して行った。カンキツ葉の中
肋0.05gを滅菌カミソリで細断し、2.0mlマイクロチューブ内で、
タングステンビーズ、100μlのCTAB緩衝液(200mM Tris-HCl 

pH 8.0, 100mM EDTA, 1.4M NaCl, 0.5% PVP, 1% CTAB)

とともにミキサーミルMM300(Retsch)を用いて磨砕した後、
900μlのCTAB緩衝液を加え、65℃で30分間処理後、得られ
た上清700μlを1.5mlチューブに移し、等量のフェノール：クロ
ロホルム：イソアミルアルコール(25 : 24 : 1)を加え、遠心分離
(12,000rpm, 10min.)を行った。得られた上清400μlに500
μlのイソプロピルアルコールを加え、軽く混和した後、室温
で5分間静置し、遠心分離(12,000rpm, 10min.)を行った。得
られた沈殿を400μlの70％エタノールでリンスした後、100μlの
0.1TE(10mM Tris-HCl pH8.0, 0.1mM EDTA)に溶解した。
　得られた抽出液について分光光度計BioSpec-mini（島津
製作所）で吸光度測定を行い、DNA濃度及びDNA純度を
算出し、OD260/OD280の比率が1.8以上であることを確認
した後、0.1TEを用いてDNA濃度を10μg/mlに希釈し、鋳型
DNAとした。

３．リアルタイムPCRによる定量解析
　定量解析は、奥田ら（2009）のリアルタイムPCR（インター
カレーター法）を用いて行った。反応は増幅試薬SYBR® 

Premix Ex TaqTMⅡ（Perfect Real Time）（タカラバイオ）
及びリアルタイムPCR装置LightCycler 1.5(Roche）を用い
た。反応液は、最終濃度0.4μMのプライマー（TufB-F1及び
TufB-R1）と上記の鋳型DNAを3μl添加し、20μlに調製した。
反応条件は、95℃, 30秒の熱変性の後、95℃, 5秒、60℃, 15秒、
80℃, 10秒のサイクルを45サイクル行った。

　反応後、LightCycler Software Version 4.1(Roche）を用
いて増幅曲線を解析し、second derivative maximum法によ
り閾値サイクル（CP値）を算出した。
　試料中のLasの濃度を推定するために用いた標準試料は松
浦ら（2012）が作製したPCR産物を用いた。3.7×106、3.7×104、
3.7×102及び3.7×100 コピー /μlに段階希釈した標準試料を、
リアルタイムPCRの反応試験ごとに同時に供試し、得られた
検量線より、Lasの濃度を推定した。
　

結　　　果

１．罹病樹における病徴型
　供試した葉の病徴型を調査したところ、供試した罹病樹65
本において、TypeⅠ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅴ、Ⅶ及びⅤ＋Ⅶの病徴型が
確認されたが、TypeⅣ及びⅥの病徴型は確認されなかった。
　TypeⅠの病徴型を示した罹病樹について発症程度を分類し
たところ、24本で明瞭な退緑斑紋を示した一方、13本で不明瞭
な退緑斑紋を示した（Table 1）。また、TypeⅢについては、11
本で部分的な退緑化を示した一方、8本で全体的な退緑化を示
し、そのうち5本は硬化葉、3本は未硬化葉だった。
　罹病樹において、病徴と思われる異常を示した葉でも、
Lasが検出される場合と検出されない場合があった（Table 1）。
病徴型及び発症程度ごとにLasの検出率について調査を行っ
たところ、明瞭な退緑斑紋を示すTypeⅠ及びTypeⅤ＋Ⅶの病
徴型において、他の病徴型と比較して高い検出率を示す傾向
が認められた（Table 1）。一方、TypeⅡ及びTypeⅦの病徴型
については、他の病徴型と比較して低い検出率を示す傾向が
認められた。

Table 1.　Number of symptom types (number of trees and sub-main branches) on Las infected trees and detection rate.

Symptom types
 Number
of trees1)

Number of sub-main branches2) Detection
rate3) (%)Detection Undetection

TypeⅠ    (severe mottling) 24 37 4    90.2 a

TypeⅠ    (mild mottling) 13 31 15    67.4 ab

TypeⅡ 13 17 12    58.6 b

TypeⅢ    (partial chlorosis of developed leaves) 11 29 6    82.9 ab

TypeⅢ    (general chlorosis of developed leaves) 5 5 1    83.3 ab

TypeⅢ    (general chlorosis of developing leaves) 3 5 2    71.4 ab

TypeⅤ 6 7 3    70.0 ab

TypeⅦ 6 7 8    46.7 b

TypeⅤ＋Ⅶ 10 17 1    94.4 a
1)A total of 65 Las infected trees were investigated. In the case of the trees with multiple symptom types, counted each symptom
  type in these number.
2)Leaves on the sub-main branches were investigated as material.
3)Values with the different letter (a, b) are significantly differrent (p<0.05, χ2-test).
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２．リアルタイムPCRによる定量解析
　病徴型別にLasのコピー数の比較を行ったところ、いずれ
の病徴型においても有意な差は認められなかったが（p>0.05、
Tukey-KramerのHSD検定）、TypeⅤの病徴型が他の病徴
型と比較して低い傾向を示した（Table 2）。

　発症程度別にLasが検出された試料についてそのコピー数
の比較を行ったところ、TypeⅠの病徴型については、明瞭な

退緑斑紋と不明瞭な退緑斑紋において有意な差は認められ
なかった（p>0.05、t検定）（Table 3）。また、TypeⅢの病徴型
については、硬化葉の間で全体的な退緑化と部分的な退緑
化において有意な差は認められなかったが、未硬化葉につい
ては供試した葉にいずれも全体的な退緑化を示していたにも
関わらず、硬化葉と比較して有意に低い値を示した（p<0.05、
Tukey-KramerのHSD検定）（Table 4）。

Table 2.　Comparison of copy number of Las DNA between each symptom type on Developed leaves.

Symptom types Number of  sub-main branches1)　 Average of copy number  of Las DNA2) (copy/μl)   
Mean±SE

TypeⅠ 68 2.61×103　±　7.84×102

TypeⅡ 17 3.37×103　±　9.81×102

TypeⅢ 34 1.08×103　±　1.91×102

TypeⅤ 7 2.36×102　±　9.60×101

TypeⅦ 7 2.36×103　±　1.19×103

TypeⅤ＋Ⅶ 17 3.62×103　±　1.66×103

1)Leaves on the sub-main branches were investigated as material.
2)The Tukey-Kramer HSD test (p>0.05) shows no significant differences between each symptom types.

Table 3.　Comparison of copy number of Las DNA between symptom degree of TypeⅠ.

Symptom types  and degree Number of  sub-main branches1)
Average of copy number  of Las DNA2) (copy/μl)

Mean±SE

TypeⅠ    (severe mottling) 37 3.13×103　±　1.27×103

TypeⅠ    (mild mottling) 31 1.99×103　±　8.17×102

1)Leaves on the sub-main branches were investigated as material.
2)The t -test (p>0.05) shows no significant difference between each symptom type.

Table 4.　Comparison of copy number of Las DNA between symptom degree of TypeⅢ.

Symptom types and degree Number of  sub-main banches1)　 Average of copy number  of Las DNA2) (copy/μl)
Mean±SE

TypeⅢ
(partial chlorosis of developed leaves)

29 8.96×102　±　1.68×102 a

TypeⅢ
(general chlorosis of developed leaves)

5 2.18×103　±　7.51×102 a

TypeⅢ
(general chlorosis of developing leaves)

5 3.63×101　±　1.22×101 b

1)Leaves on the sub-main branches were investigated as material.
2)Values with the different letter (a, b) are significantly differrent (p<0.05, Tukey-Kramer HSD test).
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考　　　察

　本病原菌の発生地域において、終息またはまん延の防止を
図るためには、罹病樹の早期発見及び伐採が重要である。従っ
て、調査者が個々の判断で病徴の有無を確認し、試料採取
を行う発生調査において、効果的に罹病樹を発見するために
は、病徴に対する認識を統一させる必要がある。本調査では、
自然罹病樹における病徴型及びLasのコピー数を調査するこ
とにより、本病原菌の発生調査における病徴診断の際の一助
とすることを目的とするものである。
　本調査で供試した罹病樹について、病徴型及び発症程度別
にLasの検出率を調査した結果、TypeⅠ及びTypeⅤ＋Ⅶが比
較的高い値を示したことから、これらの病徴型を示した葉は
Lasに感染している可能性が高いことが示唆された。一方で、
罹病樹においてHLBの病徴を呈した葉からLasが検出されな
かった試料が確認されたことから、自然罹病樹におけるこれ
らの病徴がLasだけでなく微量要素の欠乏症状等、他の要因
で引き起こされる可能性が考えられる。類似症状の要因を検
証するためには、今後の調査が必要と思われる。
　Lasが検出された試料についてそのコピー数を定量解析し、
病徴型別に比較したところ、硬化葉の場合はいずれの病徴型
においても有意な差は認められなかった。また、TypeⅠ及び
TypeⅢにおいて発症程度別に比較したところ、有意な差は認
められず、不明瞭な病徴を呈する葉においても検出に十分な
Lasのコピー数が確認された。病徴発現と葉内のLasの増加
の関係については、無病徴葉内でLasが増加した後、病徴が
発現し、以後の増加は認められなかったことが報告されている
（Lopes et al., 2009）。従って、本調査で用いた不明瞭な退緑
斑紋の発症程度の葉においては、既に菌濃度が一定の水準
に達している可能性が考えられる。一方、未硬化葉について
は奥田ら（2009）の報告と同様、Lasのコピー数が低い値を示
す傾向が認められた。
　以上のことから、Lasの検出率が高かったTypeⅠ及びType

Ⅴ＋Ⅶの病徴型を示す葉について、より積極的に採取すること
で、罹病樹を効果的に発見することが可能であると思われる。
また、TypeⅠについては、発症程度が不明瞭な退緑斑紋を
示す場合が多く認められ、Lasの検出率も他の病徴型と比較
して有意な差は認められなかった。Lasのコピー数も明瞭な
退緑斑紋と同程度の値を示したことから、PCR検定において
精度の低下を招く可能性が低いことが示された。病徴が不明
瞭な場合、当該樹が罹病している可能性は低いと、調査者に
思われがちであるが、発生調査の際は発症程度にとらわれず、
病徴が不明瞭な葉も含めた採取を行うことが重要と考えられ
る。
　また、全体的な退緑化を示す葉は、調査者にとって容易
に認識できるため、病徴診断を行う上では一つの手がかりに
なる。しかし、それが未硬化葉の場合は、硬化葉と比較して
Lasのコピー数が低いため、PCR検定の精度が低下する可能
性が考えられる。従って、検体としては硬化葉を採取する方が

適当と思われる。
　TypeⅣ及びⅥの病徴型については、今回の調査において罹
病樹が確認されなかったため、調査を行うことができなかっ
た。本病徴型についても、Lasのコピー数との関係を検証する
ことが今後の課題と思われる。また、病徴の発現様式は、温
度等の生育条件やカンキツ種によって異なる可能性が考えられ
る（宮川ら2000、 Folimonova et al., 2009）。今後は、供試試
料における採取時期別及びカンキツ種別に調査を行い、病徴
の発現様式やLasのコピー数に影響を及ぼす要因について検
証を進める必要があると思われる。その上で、今後も病徴に
関する調査を進め、新たな知見が得られた際は随時、発生調
査の参考にするべきと思われる。
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