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Abstract: In 1994 and 2007 citrus plants were imported from Thailand and inspected in a post-entry quarantine 

facility. The leaf symptoms of these plants resembled those of Citrus chlorotic dwarf disease (CCDD), but could not 

be identified because the causal agent of  CCDD was unknown. In 2012 Loconsole et al. found geminivirus from 

CCDD-affected citrus trees in Turkey and provisionally named it Citrus chlorotic dwarf-associated virus (CCDaV). 

By using their CCDaV primers, CCDaV was detected in citrus trees imported from Thailand. The complete sequence 

(3642nt) of CCDaV was determined and was 99.53% (3625/3642) identical with those of Turkish CCDaV (Accession 

No. JQ920490). In this study, the correlation between leaf symptom expression and CCDaV detection was confirmed. 

CCDaV was detected from seeds of CCDaV infected fruits, but not detected from seedlings from CCDaV infected 

seeds. CCDaV was inoculated on indicator plants used for the detection of many citrus diseases and important citrus 

varieties in Japan and symptom expression was observed. Since there is no record of CCDaV in Japan, detection of 

this virus in post-entry quarantine is very important. 
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隔離検疫を行ったタイ産カンキツから検出された 
Citrus chlorotic dwarf-associated virusに関する調査
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短 報

緒　　言

神戸植物防疫所伊川谷圃場における隔離栽培検査において、
1994年及び 2007年に輸入され、葉にウイルス様症状（退緑斑
及び奇形）が認められたため不合格となったタイ産カンキツ
（コブミカン：Citrus hystrix）苗について、病原の調査が試み
られてきたが、同定に至らなかった。しかし、トルコにおい
て、本症状に類似する葉に退緑斑及び奇形等の症状（Citrus 

chlorotic dwarf disease（CCDD））を示すカンキツから Citrus 

chlorotic dwarf-associated virus（CCDaV）が検出された論文
（Loconsole et al., 2012）の情報を元にタイ産カンキツ苗から
CCDaVの検出を試みたところ、1994年及び 2007年に輸入さ
れた両方のカンキツ株から CCDaVが検出された。
今回、検出された CCDaVについて全塩基配列を解析すると

共に、種子伝染の可能性、日本で栽培されているカンキツへの
影響等を調査したので報告する。

材料及び方法

1．供試試料
1994年及び 2007年にタイから輸入され隔離栽培検査で不合

格となり、神戸植物防疫所伊川谷圃場の隔離温室内で調査が継
続されていたカンキツ株（コブミカン：1994年輸入 1株、
2007年輸入 3株（No.1～No.3））を供試した。2007年輸入株
は Citrus tristeza virusに重複感染していたため、「4.ダイレク
トシークエンスによる塩基配列の解析」以降の調査には 1994

年輸入株のみを用いた。

2．試料からの核酸の抽出
カンキツ試料からの核酸の抽出は、CTAB法（Li et al., 2008）
を改変して行った。葉、果実又は種子の試料に 10倍量（w/v）
の CTAB 緩 衝 液（2% CTAB、2% PVP-40、100mM Tris-HCl

（pH 8.0）、1.4M NaCl、20mM EDTA、0.2% 2-mercaptoethanol）
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を加え、すり鉢で磨砕した。磨砕液 1,600μlを 2ml容チュー
ブに入れ、65℃で 15分間加熱後、遠心分離（14,000rpm，10

分、4℃）を行った。続いて、クロロホルム 650μlの入った新
しいチューブに上清 650μlを移し、激しく振とう後、遠心分
離（15,000rpm、10分、4℃）を行った。99.5%エタノール 700

μlの入った新しいチューブに上層 400μlを移し、激しく振と
う後、遠心分離（15,000rpm、10分、4℃）を行った。液体を
捨て、沈殿に 1,500μlの 70%エタノールを加えて遠心分離
（15,000rpm、10分、4℃）後、液体を捨て乾燥した。最後に、
沈殿を 100μlの蒸留水で溶解したものを核酸抽出物とした。

3．PCR法によるDNAの増幅
Polymerase chain reaction（PCR）は、検出用プライマーに

Loconsole et al.（2012）の 3202fw及び 6revを用いた。DNA

合成酵素は、葉、果実では TaKaRa EX Taq Hot Start Version

（タカラバイオ社）、種子、種皮及び胚については KOD FX 

Neo（東洋紡社）を用いた。反応温度は両酵素共に 94℃5分、
（94℃30秒、54℃30秒、72℃30秒）を 30サイクル、72℃7分
の条件で行った。増幅産物は 3%のアガロースゲルで電気泳動
し、エチジウムブロマイドで染色した。
また、カンキツ組織から DNAが確実に抽出されたことを確
認するため、内在性遺伝子検出用のプライマーとして
Andersen et al. （1998）のプライマー（Gd1及び Berg54）を用
いて同じ温度条件で PCRを行った（Table 1）。

4．ダイレクトシークエンスによる塩基配列の解析
Loconsole et al. （2012）のプライマーと本調査で設計したプ

ライマーを用いて PCRを行った後、Big Dye Terminator v1.1 

Cycle Sequencing Kit（Thermo Fisher Scientific社）を用いて
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer（Applied Biosystems社）に
よる増幅産物のダイレクトシークエンスを行い、ウイルスの全
塩基配列を解析した。

5．カンキツの症状とCCDaVとの関連
実生のラフレモン 1株に CCDaV感染カンキツ穂木を接木接

種し、2ヶ月後に退緑、奇形症状の発現した葉 18枚を用いて
PCR法により CCDaVの検出を行い、退緑を伴う奇形等の
CCDD症状と CCDaVの関連を調べた。

6．CCDaV感染果実の調査
同一の健全ラフレモン母樹から得た直径約 2cmの幼果を付

けた枝を実生のラフレモン苗 6株に Roistacher（2009）の方法
で接ぎ木を行った。1ヶ月後に、この枝の活着を確認し、3株
（株A、B、C）に健全ラフレモン穂木を、残り 3株（株D、E、
F）に CCDaV感染穂木を接いだ。CCDaV感染穂木の接木 5ヶ
月後に肥大した果実を収穫し、外果皮、内果皮及び軸に分け、
PCR法により CCDaV感染の有無を調査した。

7．CCDaV感染果実の種子の調査
CCDaV感染果実及び健全果実から得られた種子各 3粒から

核酸を抽出し、PCR法により CCDaV感染の有無を調査した。
また、株 Dの果実から得られた種子 1粒については、種皮と
胚に分離して PCRを行った。

8．CCDaV感染果実の種子から生育した苗の調査
CCDaV感染果実から得られた種子を播き、生育した苗の症

状を観察し、4ヶ月後及び 9ヶ月後に PCR法により CCDaV感
染の有無を調査した。

9．カンキツ類の検定植物と日本のカンキツ品種への接木接種
隔離栽培検査においてカンキツ類に感染するウイルス等の検

定で使用する Etrog citron（Citrus medica）、Mexican Lime（C. 

aurantifolia）、Personʼs Special mandarin（C. reticulata）、Rough 

lemon（C. jambhiri）、Rusk Citrange（Poncirus trifoliata x C. 

sinensis）、Troyer citrange（P. trifoliata x C. sinensis）、及び国内
で栽培されているカラタチ（P. trifoliata）、温州ミカン（青島）
（C. unshiu cv. Aoshima）、不知火（（C. unshiu × C. sinensis）×C. 

Reticulata）、宮内イヨ（C. Iyo cv. Miyauchi）、タンカン（C. 

tankan）、カブス（C. aurantium f. Kabusu）、シイクワシャー
（C. depressa）、ポンカン（C. reticulata）、ユズ（多田錦）（C. 

junos cv. Tadanisiki）の各 1本以上に CCDaV感染穂木を接木
接種し、症状を観察した。

結　　果

1．PCR法による検出
1994年及び 2007年にタイから輸入されたカンキツ苗の両方

で CCDaVの増幅予想サイズである 444bpの位置に明瞭なバ
ンドが確認された。（Fig.1）

2．ダイレクトシークエンスによる塩基配列の解析
PCRの増幅断片をダイレクトシークエンスにより解析した

結果、1994年輸入株から検出された CCDaVの全塩基数は
3,642であった。DNA Data Bank of Japan（DDBJ）で BLAST

検索を行った結果、Loconsole et al.（2012）が報告したトルコ
の CCDaVの配列（Accession No. JQ920490）と 3,642塩基中
3,625塩基（99.53%）が一致し、タイ産カンキツ苗が CCDaV

に感染していることが判明した。

3．接木接種後の症状発現葉とCCDaVとの関連
CCDaVを接木接種したラフレモンの苗 1株の葉 18枚を用
いて PCR法により CCDaVの検出を行った結果、退緑や奇形
症状のある葉と PCR陽性には強い相関（Fig.2、Table.2）が見
られた。

4．CCDaV感染果実の調査
接木接種から 6ヶ月後、幼果は肥大し（Fig.3）、CCDaVを

接種した 3株すべてで葉に退緑及び奇形症状が見られた。6個
の果実から PCR法により CCDaVの検出を行った結果、
CCDaVを接種した 3株すべての外果皮及び内果皮が陽性と
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なった（Fig.4）。

5．CCDaV感染果実の種子の調査
株 Dの果実から得られた種子 3粒及び株 Fの果実の種子 2

粒が CCDaV陽性となり、株 Eの果実の種子 3粒は陰性となっ
た（Fig.5）。株 Dの果実から得られた種子の胚からは CCDaV

が検出されなかったが、種皮からは DNAの増幅が見られ
（Fig.6）、この増幅産物を切り出してダイレクトシークエンス
を行ったところ CCDaVの配列と一致した。

6．CCDaV感染果実の種子から生育した苗の調査
CCDaV感染果実の種子から生育したラフレモン苗は、発芽

9ヶ月後まで CCDDの症状は現れなかった（Fig.7）。発芽 4ヶ
月後及び 9ヶ月後に PCR法により CCDaVの検出を行ったが、
6株すべて陰性となった（Fig.8）。

7．�カンキツ類の検定植物及び日本の主要カンキツ品種への接
木接種
カンキツ類に感染するウイルス等の検定植物や日本の主要カ
ンキツ品種への接木接種の結果、Etrog citron、Rough lemon、
シイクワシャー、Troyer citrange及びポンカンでは、新葉に現
れた退緑症状が成葉でも継続する激しい症状が現れたが、
Rusk Citrange、カラタチ、温州（青島）、不知火、宮内イヨ、
タンカン、カブス及びMexican Limeでは、新葉に退緑、奇形
症状が現れるものの、成葉になると症状が目立たなくなること
が多かった。Parsonʼs Special mandarin及びユズ（多田錦）で
は、調査した期間内ではごく小さい退緑斑や軽い葉脈透過をま
れに呈するのみで、ほとんど症状は現れなかった（Fig.9、
Table.3）。

考　　察

CCDaVは、2012年に次世代シークエンサーによる解析で発
見され、新たに報告されたウイルスのため、まだ CCDDの病
原と確定されていないが、症状の有無と CCDaV感染には強い
相関関係があるとされている（Loconsole et al., 2012）。今回の
調査においても接木接種により CCDaVに感染したラフレモン
苗では、退緑や奇形の CCDDの症状を呈した葉から CCDaV

が検出されたが、無病徴の葉からは検出されなかったことか
ら、CCDaVが CCDDの病原である可能性が強く示唆された。
これらのことから、本ウイルスの検定では病徴を呈した葉を採
取することが重要と考えられた。

CCDaVはジェミニウイルス科の 1種と考えられている
（Loconsole et al., 2012）。現在までのところジェミニウイルス
科のウイルスで種子伝染するものは報告されておらず（Brown 

et al. 2012）、今回の調査においても試験数が 6株と少ないもの
の、CCDaV感染果実の採取種子から発芽した苗で CCDaV感
染が確認できた株は無かった。
カンキツ類の検定植物や日本で栽培されている主要カンキツ

品種への接木接種においては、ウンシュウミカンやポンカン、
不知火等にも強い症状が現れることから、国内で CCDaVが発
生した場合、被害を引き起こす可能性が示唆された。また、
CCDaVはヤマモモコナジラミ（Parabemisia myricae）及びミ
カンコナジラミ（Dialeurodes citri）によって媒介され
（Loconsole et al., 2012、Guo et al., 2015）、いずれも我が国に存
在していることから、一旦侵入した場合、まん延の危険性は高
いと考えられる。CCDDの発生は、近年までトルコのみで
あったが、2015年に中国において CCDaVの発生が報告され
た（Guo et al., 2015）。CCDDはトルコにおいてカンキツ類で
の最も重要な病害の 1つで、グレープフルーツでは 50%の収
量減少の報告もあり（Loconsole et al., 2012）、我が国への侵入
を警戒する重要な病害である。

CCDaVの感染源は苗や穂木と考えられるため、現在、カン
キツ苗や穂木の輸入時に実施されている隔離栽培検査の適切な
実施が本ウイルスの侵入を防止するために必要である。
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Table 1 Primers used in this study

Target Primer name Primer sequence (5'- -3') Amplicon size (bp) Reference

CCDaV
3202fw GTTCTGTGTTTCGACCCGTT

444 Loconsole et al., 
20126rev GGGATTCGCATGGATAGCTCATCCAA

Prokaryotic 16S rRNA
(as Plant DNA control)

Gd1 ACGGAGAGTTTGATCCTG
1,500 Andersen et al., 1998

Berg54 AAAGGAGGTGATCCAGCCGCACCTTC

Fig. 1 Detection of  Citrus chlorotic dwarf-associated virus 
(CCDaV) by polymerase chain reaction from Thai citrus 
(fragment size 444bp).
M: 100 bp ladder marker 1: healthy rough lemon
2, 3, 4: Post-entry quarantined citrus from Thailand in 2007 (No. 
1 – No. 3)
5: Post-entry quarantined citrus from Thailand in 1994

Fig. 2 Correlation of leaf symptoms and CCDaV detection.
(A) Rough lemon 2 months after CCDaV inoculation
Leaves with numbers are corrected for PCR.
(B) Detection of CCDaV
(C) Detection of prokaryotic 16S rRNA as plant DNA control
H: Healthy rough lemon leaf
P: Positive control
M: 100 bp ladder marker

Table 2 Correlation of leaf symptoms and CCDaV detection

Leaf number

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 H P

Symptoms - - + + - - - - - - - + + + + - - - - +

PCR + - + + - - - - - - - + + + + + - - - +
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Fig. 3 Fruit-grafted rough lemon 5 months after CCDaV 
inoculation.
Young rough lemon fruits were grafted to 6 rough lemon seedlings 
and D, E, F seedlings inoculated with CCDaV.
Healthy rough lemon fruits were grafted to A, B, C seedlings as 
negative control.

Fig. 4 Detection of CCDaV from rough lemon fruits.
A, B, C, D, E, F: Fruits from seedlings A, B, C, D, E, F
e: Exocarp, m: Mesocarp, c: Central column
M: 100 bp ladder marker

Fig. 5 Detection of CCDaV from rough lemon seeds.
A, B, C, D, E, F: Fruits from seedlings A, B, C, D, E, F
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9: Seeds from non-infected fruits
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18: Seeds from CCDaV infected 
fruits
H: Healthy rough lemon leaf
P: Positive control (rough lemon leaf with CCDD symptom)
M: 100 bp ladder marker

Fig. 6 Detection of CCDaV from rough lemon seed coats.
1: Seed coat from healthy seed (from fruit A)
2: Embryo from healthy seed (from fruit A)
3: Seed coat from CCDaV infected seed (from fruit D)
4: Embryo from CCDaV infected seed (from fruit D)
H: Healthy rough lemon seed (Whole seed extracted from fruit A)
P: Positive control (Whole seed extracted from fruit D)
M: 100 bp ladder marker

Fig. 7 Seedlings from CCDaV infected fruit seed 9 months after 
sprout.

Fig. 8 PCR result of seedlings from CCDaV infected fruit seed.
1: Seedling from healthy seed (from fruit A)
2, 3, 4, 5, 6: Seedlings from CCDaV infected seed (from fruit D)
7: Seedling from CCDaV infected seed (from fruit F)
P: Positive control
M: 100 bp ladder marker
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Table 3 Symptoms of CCDaV infected citrus varieties

Variety Symptoms PCR

Etrog citron (Citrus medica) +++ +

Rough lemon (C. jambhiri) +++ +

Shiikuwasha (C. depressa) +++ +

Ponkan mandarin (C. reticulata) +++ +

Troyer citrange (Poncirus trifoliata x C. sinensis) +++ +

Rusk citrange (P. trifoliata x C. sinensis) ++ +

P. trifoliata ++ +

Satsuma mandarin (C. unshiu cv. Aoshima) ++ +

ʻShiranuiʼ ((C. unshiu × C. sinensis) × C. reticulata) ++ +

C. Iyo cv. Miyauchi ++ +

C. tankan ++ +

C. aurantium f. Kabusu ++ +

Mexican lime (C. aurantifolia) ++ +

Personʼs special mandarin (C. reticulata) + +

C. junos cv. Tadanisiki + +

+++: Strong malformation and chlorosis; sometimes chlorosis remains on mature leaf.
++: Moderate malformation and chlorosis; chlorosis disappears on mature leaf.
+: Chlorosis (often symptomless)

Fig. 9 Leaf symptoms of CCDaV infected citrus cultivars.
Backlit photographs of CCDaV infected citrus cultivars (A)
A1: Etrog citron 
A2: Rough lemon 
A3: Troyer citrange 
A4: C. unshiu cv. Aoshima
A5: ʻShiranuiʼ ((C. unshiu × C. sinensis) × C. reticulata)
A6: C. Iyo cv. Miyauchi 
A7: C. hystrix 
A8: Parsons Special Mandarin
B: Etrog citron
C: Rough lemon 
D: Ponkan mandarin (C. reticulata)
*Photo scales are not equal.


