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カ ンキ ツ グ リ ー ニ ング病の病原体の研究の現状と課題

は じ め に

カ ン キ ツ グ リ ー ニ ン グ病 は ， 果実お よ び樹体の損失 を

も た ら す最 も 重大 な病害で あ り ， ア フ リ カ 南部お よ び東

部， パ キ ス タ ン か ら 中 国 に い た る ア ジ ア ， ア ラ ビ ア 半島

の南西部 に 広 く 発生 し て い る 。 本病 は 中 国 で 1919 年に フ

ア ン グル ン ビ ン ( イ エ ロ ー シ ュ ー ト ) の名前で初 め て 報

告 さ れた 。 そ の後， 南 ア フ リ カ で 1937 年 に グ リ ー ニ ン グ

病の名 で報告 さ れて以来， 多 く の 国 で発生が報告 さ れた 。

台湾では リ ク ビ ン ( デ ク ラ イ ン) ， イ ン ド で は ダイ パ ッ ク ，

フ ィ リ ピ ン で は リ ー フ モ ッ ト リ ン グ， イ ン ド ネ シ ア で は
ベ イ ン フ ロ ー エ ム デ ィ ゼ ネ レ ー シ ョ ン と 呼 ばれた が， そ

の後， こ れ ら は 同一の推定病原体が関与す る 病害であ る

こ と が判明 し て ， グ リ ー ニ ン グ病 と 呼 ばれ る こ と に な っ

た 。 わが国で も 7 年前 に ， 沖縄県西表島 の カ ン キ ツ 品種

シ ー ク ワ シ ャ に 本病の発生が確認 さ れた (MIYAKAWA and 

TSUNO， 1989) 。

本病 に 関す る 文献 は 多 く ， OTAKE (1990) は本病の文献

目 録 に 556 の論文 を挙 げた 。 DA GRACA (1991) は こ の ほ

か に 86 の論文 を見 い だ し， 世界的視野で本病 に つ い て の

総説 を書 い て い る 。 本病の推定病原体 (GO) は， そ の接

ぎ木 (LIN ， 1956) お よ び虫媒伝染性か ら ， ウ イ ルス 説，

マ イ コ プ ラ ズ マ 様微生物 (MLO) 説 (LAFLECHE and BOVE， 

1970) を経て バ ク テ リ ア様微生物 (BLO) と 呼ばれ る に

至 っ た 。 し か し ， GO は い ま だ培養が困難であ り ， コ ッ ホ

の 3 原則が充た さ れて い な い。 そ れ に も かかわ ら ず， 1987

年 に GARNIER ら が GO の イ ン ド 系 の BLO に 対 す る モ ノ

ク ロ ー ナ ル抗体の作出 に 成功 し て以来， 現在 ま での 8 年

間 に ， GO の特性お よ び分類学的位置が明 ら か に な っ て

き た 。 こ れ ら の 経過 を 含 め た 総説 を GARNIEH and BOVE 

(1993) が書い て い る 。 筆者の 引 用文献 リ ス ト 中 に な い論

文 は前出 の DA GRACA (1991) か， こ の GARNIER and BOVE 

( 1993) の総説 に 出 て い る の で， ご参照 い た だ き た い。

筆者 は 1994 年 7 月 か ら 1995 年 7 月 ま で国際農林水産

業研究セ ン タ ー か ら タ イ 国農業局 に 派遣 さ れ. r タ イ に お
け る カ ン キ ツ グ リ ー ニ ン グ病 の診断お よ び防除法 の 開

発」 の共同研究 を行っ た。 本研究 は 1990 年か ら 実施 さ れ
た プ ロ ジ ェ ク ト 研究 「 カ ン キ ツ グ リ ー ニ ン グ病の生態お
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よ び防除 に 関す る 研究」 の最後の 1 年 に 実施 さ れた も の

であ る 。

本稿で は ， 現在 ま で に 明 ら か に な っ て い る GO の特性，

分類学的位置の概要， 診断法 と ， 筆者 ら の研究 の概要 を

述べ る 。

I グ リ ー ニ ン グ病推定病原体 (GO) の性質

1 本病の病徽 お よ び媒介虫

羅病樹 は わ い化 し ， 葉 は 黄化 し ， やがて小枝の枯死 を

生 じ て校の枯死が広が り ， つ い に は樹 も 枯れ る 。 最 も 特

徴あ る 病徴 は葉 の斑紋症状で， ス イ ー ト オ レ ン ジ で顕著

に現れ る が， マ ン ダ リ ン で は穏や かであ る 。 こ の斑紋 は

亜鉛欠乏症状 に も 似 る が， 本病の診断 に 最良 の葉の病徴

であ る 。

媒介虫 は ア フ リ カ の キ ジ ラ ミ Trioza eηtreae (MCLEAN 

and OIlERHO Iz， 1965) と ア ジ ア の ミ カ ン キ ジ ラ ミ Dia

ρhorina citri (MARTINEZ and W ALLACE， 1967) の 2 種で

あ る 。 両媒介虫 の 生物 的 防 除 が 2 種 の 天 敵 Tamarixia

radiata と T. dryi と を 用 い て ， レ ユ ニ オ ン 島 で成功 し た

(AUBERT and QUILICI， 1984) 。

2 GO のバ ク テ リ ア様微生物 (BLO) と し て の性質

GO の MLO 説 は発表後間 も な く 疑問視 さ れた。 MLO

の膜の厚 さ がお よ そ 7�10 nm で あ る の に ， GO の そ れ は

約 25 nm と ほ ぽ倍であ っ た (SAGLIO et al. ，  1971) か ら で

あ る 。 さ ら に ， GO は グ ラ ム 陰性で膜状のペ プチ ド グ リ カ

ン を含む細胞膜 を持つ こ と が示 さ れ (GARNIER et al. ，  1984 

a， b) ， ガ ラ ス 室 お よ び果樹園 の擢病樹 に ペ ニ シ リ ン を処

理す る と 病徴が薄 ら ぎ， 飾部 に GO も 見 ら れな く な っ た

(AUBERT and BOVE， 1980 ; BOVE et al. ，  1980) こ と か ら ，

GO は グ ラ ム 陰性の BLO と 認め ら れ た 。 BLO は 婿養が

困難であ る が， GO と 同一の構造物 は ア フ リ カ お よ び イ

ン ド (LAFLECHE and BOVE， 1970) ， 台 湾 (CHEN et al. ，  1971 ; 
TANAKA and DOI， 1976) ， 中 国 (2Ao， 1981) の グ リ ー ニ

ン グ 擢 病 樹 の 飾 部， 並 び に 伝 搬 カ の あ る 媒 介 虫 T.

6ηtreae (MOLL and MAIlTIN， 1973) と D . citri・ (CHEN et 
al. ，  1973) の唾液腺お よ び血 リ ン パ に も 存在 す る こ と が

認め ら れて お り ， 病原体 と し て の推定度 は 高 い 。

3 BLO の寄主植物
植物種 に よ っ て本病感受性 に 幅が あ る が， BLO は す べ

て の カ ン キ ツ に感染す る 。 一方 Murraya ρaniculata ( ゲ
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ツ キ ツ ) ， Atalantia missiois， Swinglea glutinosa な ど の

他の ミ カ ン科植物 は媒介虫 キ ジ ラ ミ の よ い寄主植物であ

る が， こ れ ら の植物 の 中 に BLO が存在す る 証拠 は な い

(GARNIER and BOVE， 1993) 0 GARNIER and BOVE ( 1983) は

BLO の イ ン ド お よ び南 ア フ リ カ 系統 を ネ ナ シ カ ズ ラ を

用 い て ニ チ ニ チ ソ ウ に伝搬 さ せ る こ と に 成功 し た 。 ニ チ

ニ チ ソ ウ に お い て BLO は カ ン キ ツ の 中 よ り も 高 い濃度

に達す る 。 GARNIER (未発表) は 同様 な 方法で BLO を タ バ

コ ( キ サ ン チ ) に伝搬 さ せ た 。 タ バ コ 植物中 の BLO の濃

度 は低いが， 病徴 は激 し い (GARNIER and BOVE， 1993) 。

4 BLO の タ イ プ お よ び系統

ア ジ ア に お け る グ リ ー ニ ン グ病の病徴 は ア フ リ カ の も

の よ り 激 し い が， そ れ ら は 温度耐性 を 基準 に し て も 明 ら

か に 区別 さ れ る 。 ア フ リ カ の グ リ ー ニ ン グ病の場合， 涼

し い温室条件 (夜 8 時間 220C， 昼 16 時間 240C) 下で激

し い病徴が現れた が， 27�30oC下 で は 現れな か っ た。 一

方， ア ジ ア ( イ ン ド 株， フ ィ リ ピ ン株) の グ リ ー ニ ン グ

病の病徴 は両方の温度域で激 し く 発現 し た (BOVE et a1. ，  

1974) 。

5 モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体 と 血清型

GARNIER et a1. ( 1987) は ， 飾部局在の 原核生物 に対す

る モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体 (MA) を作 出 す る 手法 を 開発 し

た。 こ の手法 を 用 い て ， BLO の イ ン ド ( プー ナ ) 株に対

す る MA を初 め て作出 し た (GARNIER et a 1 . ， 1987) 。 そ の

後， 中国 ( フ ー ジ ャ ン) 株 (GARNIER et a1. ，  1991) や南

ア フ リ カ ( ネ ル ス プルー ト ) 株 (GARNIER et a1. ， 未発表)

の MA も 作 出 さ れ た 。 現在 で は 10 種 の 異 な る MA が

GARNIER ら の研究室で得 ら れて い る 。 こ れ ら の MA を 直

接エ ラ イ ザや 蛍光抗体法 に よ る グ リ ー ニ ン グ BLO の検

出 に 用 い た と こ ろ ， こ れ ら の MA は 高 い系統特異性があ

っ た 。 す な わ ち ， 免疫 に 用 い た 分離株 と の み反応 し た 。

こ の こ と は異な る 血清型 の存在 を 示 し た 。 こ れ ら の 中 で，

イ ン ド の プ ー ナ 株 の MA で あ る MA 10 A 6 は 数 か 国 か

ら の 株 と 反 応 で き る 唯一 の も の で あ っ た 。 GAO et a1 .  

( 1993) は免疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ

て こ の MA 10 A 6 の抗原タ ンパ ク (P 42 と 呼ぶ) を純化

し た 。 牌臓細胞 の試験管 内 免疫 に よ っ て P 42 を MA の

作出 に 用 い た と こ ろ ， 3 種の新た な MA が得 ら れた。 こ

れ ら は い ずれ も 以前の も の よ り 多 く の分離株 と 反応 し た

が， そ の 中 の一つ MA 1 A 5 は 中 国株 を 除 い て供試 し た

すべて の ア ジ ア 系統 と 反応 し た 。 一方 ア フ リ カ 系統 と は

反応 し な か っ た 。

6 BLO の純化 と そ の形態

VILLECHANOUX et a1. ( 1990) は モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体

MA 10 A 6 を 用 い た 免疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ

一一一 29

フ ィ ー に よ っ て BLO の純化 を 行 っ た 。 純化 し た BLO を

電顕 と 蛍光抗体法 に よ っ て 調 べ て い る が， BLO は 長 さ

1�4μm， 直径 0 . 15�0 . 3μm の ひ も 状の形態 で あ っ た 。

ま た 直径 lμm の 丸型構造物 も 観察 さ れ た 。 こ れ ら の 構

造物 は擢病 し た カ ン キ ツ ま た は ニ チ ニ チ ソ ウ の飾部組織

中 に 見 ら れ る BLO の 形 態 と 一 致 し て い る 。 こ の 純 化

BLO の 蛍光抗体法 お よ び免疫金 ラ ベ ル法 に よ る 観察 か

ら ， P 42 は BLO の表面 タ ンパ ク で あ り ， 丸型お よ びひ も

状の構造物の表面 に 均等 に 分布 し て い る こ と が わ か っ

た 。 こ の こ と は ま た ， こ の二つ の構造物が同 じ BLO の も

の で あ る こ と を示 し て い る 。 し か し ， こ の論文 の 写真 の

BLO 像 は か な り 表面が痛 ん でい る よ う に 見 え る 。 彼 ら に

よ る BLO の抗血清作製の論文が い ま だ見 ら れ な い こ と

か ら ， こ の純化法 も 改良 を 要す る の か も し れ な い。

7 DNA プ ロ ー プ と 系統

MA は特異性が高す ぎ て ， す べ て の BLO 系 統 を 検 出

で き な か っ た の で， VILLECHANOUX et a1. ( 1992) は BLO

の DNA プロ ー プ を 開発 し た 。 BLO の イ ン ド ( プー ナ )

株 に 感染 し た ニ チ ニ チ ソ ウ の 全筒部 か ら DNA を 純化

し， こ の DNA を 制 限酵 素 Hind III で 消 化 し て 生 じ た

DNA 断片 を M 13 mp 18 フ ァ ー ジ に ク ロ ー ニ ン グ し た 。

グ リ ー ニ ン グ に 擢病 し た ニ チ ニ チ ソ ウ の 中肋か ら 抽 出 し

た DNA と 反応す る 3 種の DNA イ ン サ ー ト が選抜 さ れ

た が， そ れ ら は 2 . 6 Kbp， 1 . 0  Kbp， 0 . 6  Kbp の長 さ が あ

り ， そ れぞれ In 2 . 6， In 1 .  0， In 0 . 6 と 名 づ け ら れた 。 サ

ザー ンハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は ド ッ ト ハ イ プ リ ダ

イ ゼ ー シ ョ ン の プ ロ ー プ と し て こ れ ら を 特異性 を 高 め る

条件 (60 C， O . l x SSC) で用 い る と ， In 0 . 6 は 同 じ イ ン

ド ( プー ナ ) 株に感染 し た ニ チ ニ チ ソ ウ ま た は カ ン キ ツ

の DNA と の み反応 し た 。 In 1 . 0 は 台 湾株 を 除 い て ， 供試

し た す べて の ア ジ ア 系分離株 と 反応 し た 。 ま た ， In 2 . 6 は

供試 し た す べて の ア ジ ア 系分離株 と 反応 し た 。 こ の 条件

下で は， 三つ の プ ロ ー プす べ て が， 健全植物か ら 抽 出 し

た DNA 並びに ア フ リ カ ( ネ ル ス プル ー ト ) 株か ら 抽出 し

た DNA と 反応 し な か っ た 。

三 つ の イ ン サ ー ト の 性 質 を 調 べ る た め に ，

VILLECHANOUX et a1. ( 1993) は こ れ ら の塩基配列 を 決定

し， そ の推定 さ れ る 配列 を既知遺伝子の そ れ と 比較 し た 。

そ の結果， In 2 . 6 は nusG-rplKAJL-rpoBC オ ペ ロ ン の

遺伝子 を 含 ん で い た 。 nusG は 抗転写終結作用 に 関連 す

る タ ンノ f ク を コ ー ド し て お り ， rplK， A ，  J， L， は リ ボ

ゾ ー ム タ ン パ ク L 11 ，  L 1， L 10， L 12 を そ れぞ れ コ ー ド

し， rpoB と C は RNA ポ リ メ ラ ー ゼ サ プユ ニ ッ ト βお よ

びF を コ ー ド し て い る 。 グ リ ー ニ ン グ BLO の場合， こ れ

ら の遺伝子 は他の真正細菌 目 の種の場合 と 同 じ順序 に存
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在 し て い る 。 こ の知見 は グ リ ー ニ ン グ BLO が真正細菌

であ る こ と を分子 レベルで初 め て確か め た も のであ る 。

In 1 . 0 はパ ク テ リ オ フ ァ ー ジ DNA ポ リ メ ラ ー ゼの遺伝

子 を 含んでお り ， In 0 . 6 は既知の遺伝子の 中 に 同 じ も の

は な か っ た 。

11 BLO の分類学的位置

BLO の 系統発生学的位置並 び に BLO の ア フ リ カ 系

と ア ジ ア 系 の 聞の進化上の距離 を決め る た め に ， ]AGOUEIX 

et al. ( 1994) は グ リ ー ニ ン グ BLO の ア ジ ア 系統プー ナ

株 と ア フ リ カ 系統 ネ ル ス プ ル ー ト 株 の 16 S rDNA を

PCR 増幅後， ク ロ ー ニ ン グ し ， 塩基配列 を決定 し た。 用

い た プ ラ イ マ ー は WEISBURG et al. (1991) の原核生物の

16 S rDNA 用 の ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー で， 一 つ は

AGAGTTTGATCATGGCTCAG で 他 の 一 つ は AAG

GAGGTGATCCAGCCGC であ る 。 得 ら れた塩基配列 を

ジ ー ンパ ン ク の デー タ ベ ー ス か ら 得 ら れた バ ク テ リ ア の

16 S rDNA 配列 と 比較 し た 。 そ の結果， グ リ ー ニ ン グ

BLO は プ ロ テ オ バ ク テ リ ア の α サ プ デ ィ ビ ジ ョ ン の 新

し い メ ンパー であ る こ と が明 ら か に な っ た 。 ア ジ ア 系統

と ア フ リ カ 系統 と の 関係 で は ， 16 S rDNA の比較 に お い

て 97 . 7% の 同質性が あ っ た 。 一方で， In 2 . 6 に保存 さ れ

る rpIKA]L-rpoBC の オ ペ ロ ン の 比較 に お い て 70% の

同質性 し か な か っ た (GARNIER et al . ， 未発表) 。 以上の こ

と か ら ， こ の新 し い メ ンバ ー を リ ペ ロ パ ク タ ー (Liber

obacter ; ラ テ ン語の liber [bark] と bacter [bacteria] 

か ら 取 っ た ) と 呼ぶ こ と が提案 さ れた 。 最近 MURRAy and

SCHLEIFER ( 1994) が提案 し た 原核生物の推定分類群の記録

法 に し た が っ て ， 彼 ら は さ ら に ， Liberobacter イ ン ド 株 を

L .  asiaticum と し， 次の よ う に 表示 し た 。 “Candidatus

L. asia#仰m " [ (α-Proteobacteria) NC ; G-F ; NAS 

(GenBank number L 22532) ， oligonucleotide sequence 

complementary to unique region of 16 S rRNA 5に

GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA -3'， S ( citrus， 

phloem ; DiaPhorina citri・ (PsylIidae) ， hemolymph， 

saIivary glands) ; M ;  ] ま た ， ア フ リ カ 由来の株 を L.

q耐canum と し 次 の よ う に 示 し た 。 “Candidatus L. 
4耐canum " [ ( α- Proteobacteria) NC ; G - F ;  NAS 

(GenBanl王 number L 22533) ， oIigonucleotide sequence 

complementary to unique region of 16 S rRNA 5'

GCGCGTATTTATACGAGCGGCA -3'， S ( Citrus ， 

phloem ; Trioza erytreae (PsylIidae) ， hemolymph， sali

vary glands) ; M ;  ] 。

皿 グ リ ー ニ ン グ病の診断法

1 遺伝子診断法
VILLECHANOUX et al. ( 1992) は ， DNA プ ロ ー プ， In 2 . 6  

が BLO の ア フ リ カ 系統 を 除 い て ， す べ て の ア ジ ア 系統

を特異性 を 高 め る 条件下で検出 す る の に使用 で き た こ と

を報告 し た 。 こ れ は 1 -7 に も 述べた。 11 で も 述べた二つ

の ユ ニバー サ ル プ ラ イ マ ー を 用 い た PCR 法 (JAGOUEIX et 

al. ， 1994) に よ っ て ， ア ジ ア 系統 と ア フ リ カ 系統の両方が

検出 ・ 診断 さ れ得 る 。 さ ら に GO の 16 S rDNA に 特異的

な 二 つ の プ ラ イ マ ー GCGCGTATGCAATACGAGCG

GCA と GCCTCGCGACTTCGCAACCAT を 用 い た

PCR 法で約 1 ， 160 bp の 16 S rDNA 断片 を検出 で き ， 両

系統 を検定で き る 。 ま た ]AGOUEIX et al .  ( 1995) は上記

の方法に加 え て ， プ ロ ー プ As 1 . 7 を 用 い た DNA-DNA

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て L. africanum を 羅病

カ ン キ ツ か ら 検出 で き る こ と ， 16 S rDNA の塩基配列 に

由来す る 複数 の プ ラ イ マ ー を 用 い た PCR 検 出 法 も 開発

し た こ と ， こ れ ら の プ ラ イ マ ー に よ っ て 2 種 の Liber

obacter の 16 S rDNA を増幅 で き る が， か い よ う 病菌 ・

ノ T リ エ ゲ イ テ ッ ド ク ロ ロ シ ス ・ ス タ ボ ー ン ・ ラ イ ム の ウ

イ ツ チ ー ズ プ ル ー ム な ど の 病原 ま た は Agrobacterium

tumefaciens や Acinetobacter lwoffi な ど の バ ク テ リ ア

は 増幅 さ れ な い こ と ， こ の PCR 増 幅 さ れ た rDNA を

XbaI で消 化 す れ ば， L. asiaticum の DNA ま た は L.

africanum の DNA の特異的な泳動パ タ ー ン が得 ら れ る

こ と を 口頭発表 し た 。 以上で遺伝子診断法の形が整 っ た

と 恩わ れ る 。 し か し本法 は ま だ二， 三 の 国 の研究 グ ル ー

プの も の で し か な い 。 GARNIER and BOVE ( 1995) は上記

の 方法 を 用 い て ， L. asiaticum の みが検出 さ れ る 国 は イ

ン ド ， ネ パ ー ル， ス リ ラ ン カ ， ベ ト ナ ム ， カ ン ボ ジ ア ，

マ レ ー シ ア ， イ ン ド ネ シ ア ， タ イ ， フ ィ リ ピ ン ， 台湾，

中国で， L. africanum の み の 国 は南 ア フ リ カ と ジ ンパ プ

エ で， 両 2 種が存在す る 国 は レ ユ ニ オ ン と モ ー リ シ ャ ス

であ る と 報告 し た 。

2 そ の他の診断法
電子顕微鏡 に よ る 診断法 は ， 病原バ ク テ リ ア そ の も の

を検出 で き ， 信頼度 の き わ め て 高 い 方法であ る 。 飾部組

織中 に ， 長 さ 1�4μm， 幅 0 . 2�0 . 3μm の ひ も 状構造物お

よ び直径約 1 μm の丸型構造物のバ ク テ リ ア で， 約 25 nm

の三層 の細胞膜 を も っ構造物の存在 を 確認す る こ と で診

断で き る 。 本病菌では， 現在の と こ ろ ， そ の精度 は遺伝

子診断法 と 同 じ レベル と さ れて い る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル抗

体 に よ る 診断 で は， ほ と ん ど の ア ジ ア 系 統 と 反 応 す る

MAIA 5 を GARNIER et al. が所持 し て い る が， そ の他の

一一一 30 一一一



カ ン キ ツ グ リ ー ニ ン グ病の病原体の研究の現状 と 課題 239 

も の は そ の 高い特異性がか え っ て 障害 と な っ て い る 。 ポ

リ ク ロ ー ナ lレ抗体 に よ る 血清診断 も 試 み ら れ て は い る

が， 成功 し た と す る 論文 は ま だ 出 て い な し 》 。 カ ン キ ツ の

グ リ ー ニ ン グ病感受性品種 (マ ダム パ イ ナ ス な ど) を用

い た 接 ぎ木 に よ る 木本検定 は 日 数がかか る も の の安価で

精度が高 い の で利用範囲が き わ め て 広 い 。 組織化学的方

法の報告 も あ る が， 精度 に 問題があ る 。 安価， 簡易， 迅

速， 高精度， そ し て 多量処理性 を 備 え た 抗血清診断法の

開発が期待 さ れ る 。

lV タ イ 固 に お け る グ リ ー ニ ン グ病診断法の開発

前出の プ ロ ジ ェ ク ト の 中 で， 筆者 ら は ま ず グ リ ー ニ ン

グ推定病原体 (GO) が多量 に 存在す る 擢病葉 を 多 量 に 得

る 方法 を確立す る こ と か ら 研究 を 始 め た 。 GO の タ イ 株

を ネ ナ シ カ ズ ラ で伝搬 さ せ た ニ チ ニ チ ソ ウ の穂木 を 用 い

て接 ぎ木接種 し ， 24�270C に 14 日 聞置 い て 活着 し た ニ チ

ニ チ ソ ウ を 20�25OC と 25�30OC に 置 い て 病徴 の 進展 を

調べ， GO の所在 を 電顕観察 し た 。 そ の結果， 接 ぎ木接種

後 に 生 じ た 新 し い枝の複数の葉 は 処理 24 日 後 に 濃 い オ

レ ン ジ色 (20�250C) �黄色 (25�300C) に な る こ と ，

両方の発病葉で GO は増殖 し て い る こ と に加 え て ， 接 ぎ

木接種時 に 既 に 展開 し て い て ， 感染後 に オ レ ン ジ色お よ

び黄色 に な っ た成熟葉の 飾部細胞 に お い て も 多 数の GO

が存在す る こ と が新た に 明 ら か に な っ た (大津 ら ， 1995 

a) 。 こ れ ら の 擢病葉約 50 g か ら 中 肋 を 取 り ， セ ル ラ ー

ゼ ・ マ セ ロ ザイ ム の処理 を し て簡部組織 を採取 し た 。 0 . 6

M マ ン ニ ト ー ル等 か ら 成 る 抽 出 液 で 5 回洗浄 し た 飾部

組織か ら GO を部分純化 し ， 4% グlレ タ ー ル ア ル デ ヒ ド で

固定 し た 。 こ の GO 試料 を 5 回家兎 に 注射後に得た抗血

清 は ， 微滴法で 8 倍の 力価が あ っ た (大津 ら ， 1995 b) 。

今後， 本抗血清の診断への利用 を検討す る 。 ま た筆者 ら

の グルー プは， ]AGOUEIX et al. ( 1994) に よ り 開発 さ れた

PCR に よ る GO の 16 S rDNA の 検 出 法 に 準 じ て ， GO 

の タ イ 株 (3 株) の 16 S rDNA を検出 す る こ と に成功 し

た 。 さ ら に DNA 抽出法 を簡易化す る こ と に よ り ， 4 . 5 時

間以内 に GO を検出 す る こ と が可能 に な り ， 大幅 に 改良

で き た 。 ま た タ イ 株の一つ Nakorn Pathum 株の 16 S 

rDNA の塩基配列が決定 さ れ， 本株が GO の ア ジ ア 系 イ

ン ド 株 に 極 め て 近 い こ と も 明 ら か に な っ た ( 中 島 ら ，

1995) 。 ま た 話題 は 異 な る が， KOlZUMl et al .  ( 1995) は

タ イ に お い て GO の 媒介虫 ミ カ ン キ ジ ラ ミ が よ く 繁殖

し， GO 感染 に よ り 黄化 し ， 飾部細胞中 に 多数の GO が存

在 す る 野 生 の 寄 主 植 物 Limonia acidissima (wood 

apple) を新た に 報告 し た 。

お わ り に

今 後 の 研 究 の 課 題 と し て は， L. asiaticum と L.

qがcanum が グ リ ー ニ ン グ の病原であ る こ と を証明す る

た め に コ ッ ホ の 3 原則 を充た す こ と ， 開発途上国や広い

地域で簡易 に 使 え る 診断法の 開発， 抵抗性品種の作出 に

向 げ た基礎的研究， 媒介虫防除法の 開発な どがあ る 。 特

に GO が プ ロ テ オ バ ク テ リ ア の α サ プ デ ィ ビ ジ ョ ン に

属す る こ と がわ か っ た こ と か ら ， 今後， 本菌の培養の研

究 に 進展が見 ら れ る か も し れ な い。
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