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は じ め に

現在， わ が国のカ ン キ ツ 産地 に お い て 「不知火j を初

め と す る 新品種で ウ イ ロ イ ド 汚染が広 が っ て お り ， 深刻

な問題 と な っ て い る 。 ウ イ ロ イ ド に よ る カ ン キ ツ の病害

は， カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス 病 と して以前 よ り 知 ら れ

て い る 。 こ れ ま で， その病原体 と して カ ン キ ツ エ ク ソ コ

ー テ ィ ス ウ イ ロ イ ド (CEVd) が知 ら れ て い た が， 軽症

エ ク ソ コ ー テ ィ ス 病 と さ れ て い た 病害が CEVd に よ る

も の で は な し 異 な る 数 種 の カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド

(CVd) に よ る こ と が最近明 ら か と な っ て き た 。 海外の

研究者 に よ り ， こ れ ま で に CVd グ ル ー プ 1 ， I ! ， III ， 

IVが検出 さ れて い る 。 こ れ ら の ウ イ ロ イ ド は重複感染し

て い る こ と が多 く ， 組み合わ せ に よ っ て は激しい症状 を

も た ら す。 い ま だ試験 ・ 研究 中の こ と が多 い が， 本稿 に

こ れ ま でわ れわ れが取 り 組んで き た わ が国のカ ン キ ツ ウ

イ ロ イ ド と ， その検出 法 に つ い て概説す る 。

I ウ イ ロ イ ド につ い て

ウ イ ロ イ ド は ， タ ンパ ク 質 を持た な い裸の環状 1 本鎖

RNA で， 自 己複製す る 最 も 小 さ い植物病原体であ る 。

現在知 ら れて い る ウ イ ロ イ ド は 246�375 塩基か ら な り ，

多数の分子内相補結合 を 有した 高次構造 を と っ て い る と

考え ら れ る 。 ウ イ ロ イ ド を尿素 な どの変性 ポ リ ア ク リ ル

ア ミ ド ゲ ル電気泳動 (PAGE) で分離す る と ， 分子 内相

補結合が壊 れ て 環状化し， 同 じ 塩基数の線状分子 に 比

べ， 遅 く 泳動 さ れ る 。 こ れが ウ イ ロ イ ド の構造上の特性

であ り ， こ の特性 を持つ RNA を ウ イ ロ イ ド 様 RNA と

呼ぶ。 こ のウ イ ロ イ ド 様 RNA が植物 に感染し， 自 立複

製して初め て ウ イ ロ イ ド であ る こ と が証明 さ れ る 。 ウ イ

ロ イ ド は裸の RNA に も かかわ ら ず， その高次構造のた

め， 非常 に安定 な核酸病原体で， 接木伝染 だ け で な く ナ

イ フ やハ サ ミ で容易 に 汁液伝染す る 。 ウ イ ロ イ ド の発病

に は高温条件が必要で， その病害 は盛夏 に現れや す い と

い う 特徴があ る 。 ウ イ ル ス 病 と 同様， 治療法が開発 さ れ

て い な い た め ， その早期検定 ・ 診断が重要 と な る 。
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H カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド につ い て

カ ン キ ツ エ ク ソ コ ー テ ィ ス 病 は ， 世界中 に 広範囲 に 発

生して い る 病害 で あ る 。 1972 年 に こ の病原体 は ウ イ ロ

イ ド (CEVd) と 結論 さ れ た 。 本病 は， わ が国 で は ， 媛

性， 耐寒性， 耐病性， 果実品質の面か ら 台木 と して 最 も

優れて い る カ ラ タ チ やその交雑種の樹皮の剥離や樹勢の

衰弱， 枯死 を も た ら す重大病害 で あ る 。 カ ン キ ツ 類の中

では， エ ト ロ グ シ ト ロ ン が激し く 反応し， 葉のエ ピ ナ ス

テ ィ ー (ep inasty) ， 葉脈中肋の コ ル ク 化 や え そ， 葉柄

基部の えそな どが認め ら れ， 樹 は 萎縮す る 。 革本植物で

は， ト マ ト と ビ ロ ー ド サ ン シ チ ( Gynura aurantiaca) 

が明瞭な病徴 を 現す。

圃場栽植樹での症状の違い や検定植物での反応の差異

に よ り ， CEVd に は病原性の異 な る 系統が存在す る と 考

え ら れて い た 。 エ ト ロ グ シ ト ロ ン に 軽 い エ ピ ナ ス テ ィ ー

あ る い は下垂葉症状のみ認 め ら れ， ト マ ト ， ビ ロ ー ド サ

ン シ チ に 感染し な い こ と か ら ， 当 時それ ら は CEVd の

弱毒系統 と 考 え ら れて い た 。 筆者 ら は， その病原体の検

出 を 試 み て い る 過 程 で， ホ ッ プ 媛 化 ウ イ ロ イ ド

(HSVd) と 類似の ウ イ ロ イ ド 様 RNA を 発見し (SANO

et al. ，  1986) ， その塩基配列 を 決定して HSVd のカ ン キ

ツ 変 臭 株 (HSVd-c i t) と し て 報 告 し た (SANO et al. ，  

1988) 。

時 を 同 じ く して ， 1986�88 年 に か け て カ ン キ ツ か ら

CEVd と は 異 な る 数種の ウ イ ロ イ ド 様 RNA が検出 さ れ

る こ と を ， 主 に ス ペ イ ン の DURAN - VILA と ア メ リ カ の

SEMANCIK の共同研究 グ ル ー プが報告した 。 それ ら の ウ イ

ロ イ ド様 RNA は ， 指標植物 に 対す る 反応 と ハ イ プ リ ダ

イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 相 向性比較 に よ り CVd グ ル ー プ I

�IV に 整理， 分類 さ れ， 同 じ グ ル ー プ で も PAGE での

移動度が異 な る も の に 対し て は ， 移動度の遅 い 順 に a，

b， c， d と つ け て区別した (DURAN-VILA et al. ，  1988) 。

こ れ ら の内， CVd- II に 属 す る ウ イ ロ イ ド は， HSVd と

類似のウ イ ロ イ ド で あ る こ と が示唆 さ れて い た 。 ま た カ

ン キ ツ カ ク ヘキ シ ア ウ イ ロ イ ド (CCaVd) は カ ク へ キ

シ ア <Cachex ia) 病の病原 と して 報告 さ れ た が， CVd 

II b と 同定 さ れて い る (SEMANCIK et al. ， 1988) 。 な お ，

SCHLEMMER ら ( 1 9 8 5 ) は ， c i tron var iable  v i ro i d  

(CVaV) を報告した が， 後 に 名 前 の 由 来 と な っ た 症状

一一一 21 一一一



164 植 物 防 疫 第 51 巻 第 4 号 ( 1997 年)

表- 1 カ ン キ ツ か ら検出 さ れる ウ イ ロ イ ド と そ の塩基数

カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド 境基数 わ が国での報告

CEV d 369-37581 

CVd- 1 a 

371 (畑谷 ら ， 未発表)

328 (畑谷 ら ， 1995) 
CVd- 1 b CBLVd 318 (AsHULlN et al . ，  1991 ) 

315-319 (BEN-SHAUL et al . ，  1995) 
CVd- 1 c 

CVd- II a 302 (LEVY and HADlDl ， 1993) 
HSVd-cit 302 (SANO et al. ， 1988) 
HSVd-cit (T) 303 (Hsu et al . ， 1994) 

CV d- II b CCa V d 299 (Lgvy and HADIDI . 1993) 
HSV d 299 (PUCHTA et al . ，  1989) 

CVd- II c 

CVd- 1Il a 
CVd- 1Il b 

297 (RAKOWSKI et al . ，  1994) 
294 (RAKOWSKI et al. ， 1994) 

(STASYS et al . ，  1995) 

297 (中原 ら ， 1996 a) 
294 (中原 ら ， 1996 a)  

CVd- 1Il c 
CVd- 1Il d 

CVd-N 284 (PUCHTA et  a l . ，  1991 ) 286 (中原 ら ， 1996 b) 

叫 : CEVd の塩基配列 は カ ン キ ツ 以外か ら検出 さ れた も の も 含め る と 30 種類以上が報告
さ れて お り ， 文献に つ い て は省略 し た .

が 4 種の ウ イ ロ イ ド (CV寸 1 b ，  IIa， II b， IIIb) の混

合感染 に よ る も ので， 彼 ら が PAGE で検出して い た の

は I b であ っ た こ と が明 ら か と な っ て ， その名 前 は撤回

さ れて い る 。

こ れ ら のカ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド の塩基配列が報告 さ れた

の は ， 1991 年 以 降 の こ と で あ る 。 ま ず， 1991 年 に

CVd- 1 b の塩基配列が報告 さ れ， c i trus bent leaf v i r­

o i d  (CBLVd) と 改名 さ れた (ASHULlN et al. ，  1991 ) ， 同

年続 い て CVd-IVの塩基配列 が決定 さ れた (PUCHTA et 

al. ，  1991) 0 1993 年 に は CVd- IIaお よ び CCVa と さ れ

た CVd- IIb の塩基配列が報告 さ れ， ホ ッ プ媛化 ウ イ ロ

イ ド の 変 異 株 で あ る こ と が 証 明 さ れ た (LEVY and 

HADlDl ， 1993) 。 ま た CVd - III に つ い て は， 1994 年 に

RAKOWSKI ら ( 1994) が CVd- IIIa と IIIb の塩基配列 を 報

告 し ， 続 い て STASYS ら ( 1995) も CVd - III の塩基配列

を 報告 し た が， 彼 ら が CVd-IIIA と して 発表した 塩基配

列 は ， 先 に RAKOWSKI ら ( 1994) が発表 し た CVd-IIIb と

全 く 同 じ配列 であ っ た 。

わ れわ れ は， こ れ ら の既報の各 CVd の塩基配列 を 参

考 に し て ， 本邦産 カ ン キ ツ か ら の CVd の検 出 を 試み，

CEVd， CVd- II の HSVd-c i t を含め本邦未報告のCVd

1 ，  III ， IVの 5 グ ル ー プ に つ い て ， す べ て cDNA ク ロ

ー ニ ン グ を行 い ， その塩基配列 を 解析 し た (表ー 1 ) 。 こ

れ ま でわれわ れが本邦産 カ ン キ ツ を検定した 経験では，

CEVd が検出 さ れ る こ と は ほ と ん ど な く ， ま た ， CVd-
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IV も あ ま り 検 出 さ れ な い。 し か し な が ら ， CVd - 1 ，  

II ， III は広 く 感染して い る よ うで， 多 く の場合混合感染

し て い る 。 な お， グ ル ー プ 内 のa， b， c， d に つ い て

は， その基準 と な る のは ア メ リ カ と ス ペ イ ンの研究 グル

ー プの CVd であ り ， わ れわ れの検出した CVd のa， b， 

c， d に つ い て は その塩基数か ら 類推 で き る のみ で， 同

定す る こ と は で き な い。 実際わ れわ れが決定 し た CVd­

IV は 286 塩基 で， 既報の塩基数 よ!J 2 塩基大 き か っ た

が， CVd - IV で は あ b の 報 告 は な く ， ま た PAGE で

284 塩基 と 286 塩基が区別 で き る か どうか も 明 ら か で は

な い。

なお， 以上述べた 5 種類のカ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド は， エ

ト ロ グ シ ト ロ ン ア リ ゾ ナ 861 S-1 に 感染 す る こ と か ら

検出可能 に な っ た も のであ り ， 今後 こ のほ か に も 新た な

ウ イ ロ イ ド が検出 さ れ る 可能性 は否定で き な い。

皿 カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ドの栽培樹 への影響

上記の よ うに カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド が整理 さ れ て ， 各 ウ

イ ロ イ ド のカ ン キ ツ 栽培樹 に 対す る 影響が明 ら か に な り

つ つ あ る が， 栽培樹 に は， 通常， 複数のカ ン キ ツ ウ イ ロ

イ ド が重複感染して い る 場合が多 い た め， ま だ十分把握

さ れ て い な い。 最 も 病原性が強 い の が， CEVd で あ る

が， 他の CVd は単独で は 症状が軽 い も のの， 組 み 合 わ

せ に よ っ て は CEVd に 近 い ， 激 し い症状 を 現 す よ うで

あ る 。 CVd- I ， IIaお よ U IIIb の混合感 染 樹 で は ， 無
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毒樹に比べ収量が低下 し ， 樹 も 安委化す る こ と が報告 さ れ
て い る (NAUER et al . ，  1 987) 。 ま た ， カ ラ タ チ台 に接い
だパ レ ン シ ア オ レ ン ジ に 各 CVd を感染 さ せ 9 年後 に
樹容積， 樹幹径調査お よ び台木部 に お け る 病徴観察 を行
っ た報告では， CVd- I a と IIIb を そ れ ぞれ単独 に 接種
し た樹 と 1 a， II a お よ lfIIIb が混合感染 し た 樹で は，
樹容積， 樹幹径 と も に 有意 に 減少 し ， こ れ ら ウ イ ロ イ ド
保毒樹の カ ラ タ チ台では， ピ ッ テ ィ ン グや軽い亀裂な ど
の病徴が確認 さ れ て い る (ROISTACI IEI� et a l . ，  1993) 。

カ ク ヘ キ シ ア病は， 世界中 に 発生 し て い る 病原未知の
接木伝染性病害であ る 。 カ ク へ キ シ ア 病 は マ ン ダ リ ン
類， タ ン ジ ェ リ ン類お よ びキ ン カ ン類に発生 し ， 感染樹
は樹皮 下 に ピ ッ テ ィ ン グ を 生 じ る と と も に樹脂 を 漏 出
し， 激 し く 発病 し た樹は， 黄化， 萎縮 し て 衰弱症状 を示
し， 時 に は枯死 に 至 る 。 こ の カ ク へ キ シ ア 病 の病原が
CVd- I Ib で あ る こ と が報告 さ れた。 こ れ に 対 し CVd­
I I a は， カ ク へ キ シ ア 病 を 起 こ さ な い と さ れ て い る
(SmVIAl叩IK et al . ， 1 988) 0 CV d- I I  b は， CVd- I I a に 3 温
基の欠失 と 2 塩基の置換が認め ら れ る 配列 を し て お り ，
共 に HSVd の変異株であ る 。 HSVd は， わ が国 の ホ ッ
プ， カ ン キ ツ の ほ か， ブ ド ウ ， ス モ モ， モ モ か ら も 検出
さ れ， こ れ ま で異 な る 塩基配列がい く つ も 報告 さ れて い
る 。 塩基配列 の 違 い に よ る ウ イ ロ イ ド の病原性 の 違 い
は， い く つ か報告 さ れ て お り ， HSVd で は 佐野 (弘前
大学農学部， 私信) が， 塩基配列 の 異 な る I-ISVd 分断
株を ホ ッ プに接種 し， そ の病原性の違 い を 認め て い る 。
ウ イ ロ イ ド の塩基配列では数塩基の違い は よ く 見 ら れる
ので， われわれが報告 し た も の と は異な る 塩基配列の各
CVd も わが国の カ ン キ ツ に は感染 し て い る も の と 思わ
れ る 。 わが国で は カ ク へキ シ ア病は報告 さ れて お ら ず，
植物防疫上， 特 定 重 要 病 害 虫 に 指 定 さ れ て い る が，
HSVd は わ が国 の カ ン キ ツ に 広 く 感染 し て い る 。 カ ク
へキ シ ア病の病原が報告 さ れた 塩基配列 の HSVd だ け
と い う 保証は な し そ の発生に注意が必要であ る o

IV カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ドの検 出 法 に つ い て

先に述べた よ う に， ウ イ ロ イ ド は タ ンパ ク 質 を持た な
い た め， ウ イ ノレ ス に 用 い ら れ る ELISA 法 な どの血清学
的診断法が適用 で き ない。 生物検定法 と し て は， エ ト ロ
グ シ ト ロ ン， 特に感受性で選抜 さ れた エ ト ロ グ シ ト ロ ン
ア リ ゾ ナ 861 S-l が用 い ら れ， す べ て の カ ン キ ツ ウ イ
ロ イ ド に感染 し て 病徴 を示す。 CEVcI の場合 は， ビ ロ ー
ド サ ン シ チ ま た は ト マ ト が明瞭な病微 を 現 し， 検定植物
と し て{変われて い る 。 ま た ， CVd- 1 I の HSVd は キ ュ ウ
リ に感染 し 発病す る が， カ ン キ ツ 樹 内 での I-ISVd 濃度

唱 2 3 4 5 

CEVd 一一一一羽田時 二J \ ミブゐ・圃幽且- PSTVd 

CBLVd 
(CVd-l) 
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HSVd-g 
CVd-1II 

HLVd 

図 ー 1 ポ リ ア ク リ Jレ ア ミ ド ゲ ノレ電気泳動 (sPAGE) に よ

る カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド の検出 (銀染色像)

レ ー ン 1 : CEVd， HSVd-cit 混 合 感 染， レ ー ン

2 : CBLVd (CVcI- 1 ) ， j-ISVd (CVd- II ) ，  CVcI­

I I I 混合感染， レ ー ン 3 : CVcI- l l l単独感染， レ ー ン
4 キ ク 媛 化 ウ イ ロ イ ド (CSVcI) を 含 む 核 厳 と

H SVcI-g ( ブ ド ウ 変異株) を 含 む核酸の 混 合試料，
レ ー ン 5 . ジ ャ ガ イ モ spinclle tubel ウ イ ロ イ ド

(PSTVd : 本邦未発生， 許可 を 得 て 輸 入 ) を 含 む核
酸 と ホ ッ プ潜在 ウ イ ロ イ ド ( I-ILVcI) を 含 む核 酸 の

混合試料
レ ー ン 1 � 3 は エ ト ロ グ シ ト ロ ン か ら 抽 出 し た 核酸

試料

は低 く ， 簡易核酸抽 出 を 行 っ て 濃度 を 高 め た 濃縮液 を接
積す る 必要があ る 。 CVd- 1 で は ア ボ カ ド に感染す る こ
と が報告 さ れて い る も の の検定 に は 向 かず， CVd-llIで
は， カ ン キ ツ類以外の宿主 は知 ら れ て い な い。 CVd-IV
で は キ ュ ウ リ ， ト ウ ガ ン (ßenincasa hisþida) が感染
す る こ と が報告 さ れて い る が， 無病徴感染 の よ う で あ
る 。 し た が っ て ， エ ト ロ グ シ ト ロ ンへの接 ぎ木検定が最
も 適 し て お り ， ウ イ ロ イ ド が増殖す る た め そ の検出感度
は高い と 恩わ れ る が， 混合感染の場合， 病微か ら ウ イ ロ
イ ド の種類 を 同定す る こ と はで き ず， ま た ウ イ ロ イ ド の
発病 に は 300C ぐ ら い の 高温条件が必 要 で， 判 定 ま で に
2 � 6 か月 の病徴観察 を必要 と す る 。

ウ イ ロ イ ド では， よ り 短期間 に感染 を判定す る 方法 と
し て， 植物か ら 低分子 RNA を 抽 出 し ， PAGE で ウ イ
ロ イ ド 特有の環状 l 本鎖 RNA を検出す る こ と が行わ れ
て き た。 特 に カ ン キ ツ の場合， 数種の ウ イ ロ イ ド が混合
感染 し て い る た め， 分離能 を 高 め た 変性 ゲ lレ (sequen­
t i a l  PAGE : sPAGE) が 開 発 さ れ た ( R IVERA -
BUSTAMANTE， R. F. et al . ， 1 986) 。 い ま だ未知の ウ イ ロ イ
ド 様 RNA を 検 出 す る た め に は こ の検 出 法 が必 要 と な
る 。 し か し な が ら ， 発病前の栽培樹 で は CVd 濃度が低
く て検出困難な場合が多 く ， 確実 に診断す る に はエ ト ロ
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図 -2 RT - PCR に よ る CBLVd の検 定 RT- PCR 産物
の ア ガ ロ ー ス ゲ ノレ電気泳動 (臭化エ チ ジ ウ ム 染色

像)
レ ー ン M : DNA マ ー カ ー (pBR 322 0) Ha戸 [ [ 分

解) ， レ ー ン 1 � 6 カ ン キ ツ 検 定 試 料， レ ー ン

N 核酸試料 を 加 え な い で R T - PCR を 行 っ た 陰性
コ ン ト ロ ー Jレ

レ ー ン 2 と 4 に 観察 さ れ る 約 300 境基 (bp) 弱 の バ

ン ド 力i CBLVd のJi，)j申耐 cDNA

グ シ ト ロ ンへの接 ぎ木検定の後， エ ト ロ グ シ ト ロ ンか ら
核酸を抽出 し て sPAGE を行 う 必要があ る (図ー 1 ) 。

し た が っ て CVcl の感染診断 に は， 高感度で特異性の
高 い遺伝子診断法が有効 と 考 え ら れる 。 既 に 塩基配列が
決定 さ れた ウ イ ロ イ ド では， カ ン キ ツ か ら抽出 し た絞酸
に 含 ま れ る ウ イ ロ イ ド RNA を 逆転写 (reverse tran­
scription : RT) し て cDNA を 合成 し ， ポ リ メ ラ ー ゼ
連鎖反応 (polymerase cha in reaction : PCR) に よ り
増幅 し， 検定す る こ と が可能であ る <RT-PCR 法)。 ま
た ， そ の cDNA を ク ロ ー ニ ン グ し， 診断用 の プ ロ ー プ
を作製す る こ と がで き る ので， ハ イ プ リ ダイ ゼー シ ョ ン
に よ る遺伝子診断が可能でbあ る 。 ハ イ プ リ ダイ ゼー シ ョ
ン に よ る 検定では cDNA プ ロ ー プでは感度が低 く 検定
困難な場合があ り ， よ り 高感 度 な cRNA プ ロ ー プ を 用
い た ほ う が よ い。 RT-PCR に よ る 検定 を行 う 場合 に は，
カ ン キ ツ か ら 抽出 し た核酸に は百孝素反応 を阻害 す る 物質
が多 く 含 ま れ る の で， 純度の高い核酸試料を抽出 し な い
と RT-PCR の失敗を陰性 と 誤っ て判定 し て し ま う た め
慎重 に診断す る こ と が重 要 で あ る 。 ま た ， PCR 検定で
問題 と な る の は擬陽性であ る 。 こ れ は PCR の感度が非
常 に 高 い た め， 試料開で起 こ る 微量の核酸試料の混入 に
よ り ， 本来陰性の試料か ら 混入 し た ウ イ ロ イ ド を検出 し
て し ま い， 誤っ て 陽性 と 判断す る こ と であ る 。 こ の混入
は核酸試料を調整す る と き に最 も 起 こ り やす く ， ま た わ
れわれの よ う に ク ロ ー ン化 cDNA を扱 う 場合 に は そ の
cDNA の混入 に も 十分注意す る 必要 が あ る 。 陰性 コ ン
ト ロ ー ル に は陰性が確認 さ れ て い る 試料の ほ か， RT­
PCR 時の陰性 コ ン ト ロ ー ル と し て核酸試料 を入れな い
区 を設 け て絶 え ず擬陽性でな い か判断す る こ と が必要で
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図 - 3 プ ラ イ マ ー に よ る 増幅効率の 差 CEVd に 対 す る

RT-PCR Jfjf隔産物の ア ガ ロ ー ス ゲ ノレ電気泳動 (臭
化 エ チ ジ ウ ム 染色像)

レ ー ン 1 � 7 各 プ ラ イ マ 一 対 に よ る CEVd に 対 す

る RT - PCR 地幅， レ ー ン N : 核酸 試料 を 加 え な い

で RT - PCR を 行 っ た 陰 性 コ ン ト ロ ー ノレ， レ ー ン

M : DN A マ ー カ ー (pBR 322 の Haþ II 分解)

あ る (図-2) 。 ま た検定用 プ ラ イ マ ー の犠主主配列 と そ の
組み合わせ， PCR 条件に よ っ て は増幅効 率 に 差 が認 め
ら れ る (図 3) 。 し た が っ て 増幅効率の高 い プ ラ イ マ ー
と そ の条件 を検討す る こ と が必要であ る が， 考 え ら れ る
プラ イ マ ー設計の組み合わせ は無限に あ る の で， あ る 程
度増幅す る プラ イ マ ー であ れ ば問題な い よ う に 思 え る 。
ま た ， 核酸試料の純度 と プラ イ マ ー に よ っ て は非特異的
増幅ノ て ン ド が多数見 ら れる 場合があ る 。 われわれは多数
のバ ン ド が出 た と き に 判 断 す る 方法 と し て， ELISA 用
の マ イ ク ロ プ レ ー ト に RT- PCR 増幅断片 を 吸着 さ せ
て， ウ イ ロ イ ド 特異的プロ ー プ と ハ イ プ リ ダ イ ゼー シ ョ
ン を 行い， ELISA 同様吸光値で判定 す る PCR一マ イ ク
ロ プ レ ー ト ・ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン法 を 報告 し て い
る 。 本法お よ び RT-PCR に つ い て は， 斉藤 ら ( 1994 )
の概説を参照 さ れた い。

技術的 に は PCR な どの 高感度遺伝子診断法 は あ る も
のの， そ れ ら の技術 を カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド の診断に適用
す る に 当 た り ， 検討 し な ければな ら な い こ と が多 く 残 さ
れて い る 。 検定 に 最適 な組織や時期 の検討 も 必要 で あ
る 。 ウ イ ロ イ ド は， 葉， 樹皮， 果皮か ら も 検出で き ， 実
際 に J;!5頭で売 ら れて い る 果実 か ら も 検出 し た こ と が あ
る 。 CEVcl の場合， 業 よ り も 樹皮の ほ う が濃度が高 く ，
他の CVd も 同様 と 考 え ら れ る の で， ハ イ プ リ ダ イ ゼー
シ ョ ンで検定す る 場合 に は樹皮 を 用 い た ほ う が よ い と 考
え ら れ る 。 し か し なが ら ， 磨砕が困難で乳鉢， 乳棒な ど
で行わ な ければな ら ず， 微量の標的遺伝子の混入 に よ る
擬陽性を避 げ な ければな ら な い RT-PCR 検定では不適
であ る 。

こ れ ら の遺伝子診断法 を行 う た め に は検定組織か ら の
核酸抽出が不可欠であ る が， こ の操作が ELISA 法 と 比
べ労力 を 要 し， ま た 試料聞の混入 を起 こ さ な い よ う に注
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意深 く 行わ な け ればな ら な いので， 簡便 な核酸抽出法の

開発が望 ま れ る 。 そ こ で， わ れわ れは検定組織 を磨砕 し

な い 方法 と し て ， 検定葉 を ジ チ オ 炭酸 0-エ チ ル カ リ ウ

ム 溶液 に入れて細胞壁 を 溶解 さ せ， 核酸 を 抽出す る 方法

を検討 し て 良 好 な 結 果 が 得 ら れ た の で (中原 ら ， 1996 

a) ， 現在 さ ら に 改良法 を検討中であ る 。

お わ り に

以上述べた よ う に ， わ が国のカ ン キ ツ に は海外で報告

さ れて い る 5 種の ウ イ ロ イ ド がす べ て 感染 し て い る こ と

が明 ら か と な っ た が， その感染の実態 は十分把握 さ れ て

い な し 当。 検定法 に はそれぞれ長所， 短所があ り ， わ れわ

れ は本稿 に述べた検定法のそれぞれの結果 よ り 総合的に

判 断 し て い る 。 ま た ， 圃 場樹の直接診 断 で は ， 生育条

件， 品種， 時期の違 い に よ り ， カ ン キ ツ 樹内 の ウ イ ロ イ

ド の濃度が低 く 不均一で あ る こ と が考 え ら れ， ま た検定

組織の状態な ど に よ り 感染診断の判定が困難に な る 。 し

た が っ て ， 母樹検定 な ど で は ， 時聞 は か か る が， 一度 エ

ト ロ グ シ ト ロ ン に 接 い で高温条件下で生育 さ せ て ウ イ ロ

イ ド 濃度 を 高 め て か ら ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び

RT-PCR を 併用 し て 診断す る のが最 も 確実 と 考 え ら れ

る 。 今後 は さ ら に検討 を重ね， 短期間 で確実 に診断で き

る 検定法 を確立 し て い き た い と 考 え て い る 。

な お ， 本稿で述べた研究 を 行 う に 当 た り ， 試料 を提供

し て い た だ い た 横浜植物防疫所の小原達二氏， 果樹試験

場の家城洋之博士， 兵庫県立中央農業技術セ ン タ ーの塩

飽邦子女史 に感謝の意 を表す る 。 ま た ， 現在 と も に カ ン

キ ツ ウ イ ロ イ ド の研究 を行 っ て い る 当研究室博士課程の

中原健二氏 に感謝の意 を 表す る 。
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