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は じ め に

ウイ ロ イドは， 現在知 ら れて い る 最 も 小 さ い植物病原

体であ り ， そ の本体は R NAのみの環状l本鎖の構造か

ら な る 。 非常 に安定な高次構造を持つた め不活性化 し に

く く ， 接ぎ木は も と よ り ， ナ イ フ や ハ サ ミ の接触に よ っ

て も 容易 に 伝染 し て い く 。 カ ン キ ツ ， ブドウ， リ ン ゴな

どの果樹は永年的に栽培 さ れ， ま た 篠ぎ:ïjてな ど も 頻繁に

行われ る た め ， ウイロ イドの好適な宿主 と なりやすし

こ れ ま で多 く の ウイ ロ イドが発見 さ れ て い る 。 筆者ら

は， 特に カ ン キ ツ の保毒す る ウイ ロ イド ( カ ン キ ツ ウイ

ロ イド) の研究 を 進 め て い る が， 本稿では， そ の過程で

得 ら れた知見 も 含め て ， 病原性， 診断法， そ し て 圏 内 で

の分布状況 に つ い て 紹介 す る 。

I カ ンキツウイロイドとその病原性

カ ン キ ツ ウイ ロ イド と し て は， カ ン キ ツ エ クソコー テ

ィス病の病原であ る カ ン キ ツ エ クソコ ー ティスウイロ イ

ド (CEV d) が最 も よ く 知 ら れ て い る 。 カ ン キ ツ エ クソ

コ ー ティス病は， カ ラ タ チや そ の 交雑種の各種 シ ト レ ン

ジ の樹皮に 激 し い 剥皮症状 を 示 し ， そ れ ら を 台木 と し た

カ ン キ ツ を 媛化 さ せ果実収量の低下を も た ら し ， 衰弱，

I侍に は枯死 さ せ る (図ー1 ) 。 本ウイ ロ イドは， 検定植物

図ー1 カ ンキツエクソ コ ー テ ィ ス 病 の症状を星 し衰弱 し

てい る カ ラ タ チ 台 カ ンキツ樹
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であ る エ ト ロ グ シ ト ロ ン上 に ， 葉 の エ ピ ナ ス ティー， 禁
え そ

脈や葉柄の褐変化 あ る いは壊痘， 樹体の萎縮症状 な ど を

呈す る 。 CEVc1 以外の カ ン キ ツ ウイ ロ イドは圃場栽植樹

あ る いはエ ト ロ グ シ ト ロ ン上での症状の程度が比較的軽

微であ っ た た め， 以前は CEV d の弱 毒 系 統 と 考え ら れ

て い た (加納， 1985 ) 。 し か し 近年， 塩基配列の相向性

あ る いは宿主範囲の違い な ど に よ っ て 別種 に 分類 さ れ，

カ ン キ ツ ウイ ロ イド (CVc1 ) 一1， CV d - I I ，  CV d - II I 及

び CV d - JV と 呼 ば れ て い る 。 CEVc1 で 369�377 塩 基

CVc1- 1 で 3 15 �328 塩 基， CVc1 - I I で 299�303 塩 基，

CV d - 1]] で 294�297 境基， そ し て CV d-[Vで 284�286

の， 分子長や塩基配列の異 な る 多様な変異株が報告さ れ

て お り ， ま た他に も 電気泳動度 の異 な る 変異株が い く つ

か存在 す る (畑谷， 1997) 0 CV d - II は分類学 的 に はホ

ッ プ媛化ウイ ロ イ ド と 同一種で あ る が， そ の変異株の一

部 に ， カ ン キ ツ カ クへキ シ ア 病 を 引 き 起 こ す カ ン キ ツ カ

クへキ シ ア ウイ ロ イド (CCaV d) が 存 在 す る (LE\'\

an d HAD ID1， 1993) 。 カ ン キ ツ カ クへキ シ ア 病は， 主 に

い く つかのマ ン ダリ ン類， タ ン ゼロ 類な どの樹皮下に ピ

ッ ティン グ を 生 じ る と と も に ， 樹脂を漏出 す る 。 激症樹

は萎縮， 葉の黄化 を 示 し ， 衰弱， 枯死す る 場合 も あ る 。

そ の他， CVc1 -1お よ び CVc1- I II の 変異株の 一部並 び に

CCaVc1 で な い 型 の CVc1 - II は， 単 独 あ る い は混 合感染

に よ っ て カ ラ タ チ台ノf レ ン シ ア オ レ ン ジ を 媛イじさ せ る と

と も に ， 台木部 に ピ ッ テイ ン グ， 樹皮の亀裂 ま た は線紋

な ど の 症状 を 引 き 起 こ す こ と が 報告 さ れ て い る

(R 01STAC l lEll et al.， 1 993 ; SEMANC 1K et al. ，  1997) 。 こ の媛

化効果は， CV d - I II と カ ラ タ チ台ク レ メ ン ティ ン な ど と

の組み合わ せ で も 見 ら れ ( POLlZZl et al.， 199 1 ) ， カ ラ タ

チ台木の反応に よ る も の と 考え ら れ て い る (SE1> IANC1K et 

al.， 1997) 。 台木では他に サ ワ ー オ レ ン ジ や ト ロ イヤ ー

シ ト レ ン ジ な どで も い く つか の カ ン キ ツ ウイ ロ イドに よ

る 媛 化 の 影 響 が 報告さ れ て い る ( R 01STACHER et a 1.， 
1991 ) 。 理委化 に と も なう果実の収量や品質の 変化 に つ い

ては， SD1ANC 1K et al. ( 1 997) に よ る 上述の カ ラ タ チ台ノf

レ ン シ ア オ レ ン ジ の 例 では， CV d -1 と ， CV c1 - II Iで収

誌 が低下し た が， CVc1-1I では増加 し ， 糖酸比や果 実 の

大 き さ な ど に つ い て は， い ずれ も 影特はな か っ た と さ れ

て い る 。 そ の他， 最近， CVc1-11I類似の電気泳動度 を 持

つウイ ロ イ ド が， カ ラ タ チ台グ レ ー プ フ ルー ツ な ど の 媛
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化 と 台木に ピッティン グ と 樹脂漏出症状 を呈す る ガム ポ

ケッ ト 病に関与 す る こ と が報 告 さ れ た (MA RA IS et al . ，  

1 996 ) 。 ま た ， ス イ ー ト オ レ ン ジ の樹皮下に樹脂を漏出

す る ガ ミ ーパーク病 な ど， ウ イ ロ イ ド の関与が疑わ れ る

病気が海外 で他に いくつ か報 告 さ れ て い る (SE�IANC I I(

and DUHAN-VI I.A ， 1 99 1; ÖNELGE et al .，  1996) 。 さ ら に， 圏

内 の カ ン キ ツ よ り ， 海外で も 報告の な い新規な塩基配列

を持つ 2 種の ウ イ ロ イ ド ， F 10 CVcI (仮称 ) と O SCVcI

(仮称 ) が 検 出 さ れ た (伊藤 ら ， 1 997 b)o F 10 CVcIは

32 7 塩基か ら な り ， 塩基配列の相向性 が CV d-I と 最 も

高く約 84%であ っ た 。 一方， O SCVcIは 331 塩基か ら な

り ， 境基配列の 相向性 は CVcI- III と 最 も 高く約 63%で

あ っ た 。 こ れ ら F 10 CVcI と O SCV d は ， カ ン キ ツ ウ イ

ロ イ ド の多様性 を さ ら に証明す る も のであ る が， 栽I音カ

ン キ ツ 樹への病原性 は現在の と こ ろ 不明で、あ り ， 今後検

討す る 必要があ る 。

H カ ンキツウイロイドの診断法

カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド を診断す る う えで， ま ず利 用可能

な の が木本検定 を中心 と し た 生物検定法であ る 。 木本検

定につ い て は， 特に感受性 と し て選抜 さ れた エ ト ロ グ シ

ト ロ ン 系統ア リ ゾナ 861-S 1 が有効で あ り ， カ ン キ ツ ウ

イ ロ イ ド の感染に対 し て楽の エ ピナ ス ティー お よ び下

垂， 葉脈 ・ 葉柄の褐変， 樹皮の亀裂， 萎縮な どの症状 を

現す。 特に CEVcI感染あ る い は いく つ か の CVcIの混合

感染に よ り 激 し い病徴 を 示 す (SE" IA削 I( ancl DU RA1\

V ILA ，  1991)  ( 図 2) 。 本検定 は精度が高 い 反面， 病徴が

激 しくな る に は高温条件 (30'(前後) が必要 であ り ， か

つ， 各 CVcIの単独感染の場合は病徴が軽微で発病 ま で

の期間 も 長くな る た め， 正確 な判定に は 1�9 か 月 程度

図-2 カ ンキツ ウ イ ロ イ ド に よ る エ ト ロ グ シ ト ロ ン 系車先

ア リ ゾブ 861-S J上の病徴

(右): CEVd. CVd-IIおよびCV小川の混合感染

(中): CVd-II. CVcI-1I1およ びOSCVdの混合感染

(左): CVd-1 1Iの単独感染

の観察 を 要 す る 。 特に CV d- IIの 単独感染 は ， 反応が極

め て 軽 微 な た め ， よ り 慎重 に判 定 す る 必 要 が あ る

(DU RAN-V II.八巴t al .，  1993) 。 ま た ， F 10 CVcIは 単独で葉

の下登な ど の 症状 を 示 す も の の， O SCVcIの 単独感染に

よ る 病徴 は現在の と こ ろ 明 ら かで は なく， 検定でき る か

ど う か は 不明で与 あ る 。 他に木本検定で は ， パー ソ ン ズ ス

ペ シ ャノレマン ダ リ ン が特に CCaV d に用 い ら れ， 陽性の

場 合 は按き い 木 部 に 樹 脂 の 漏 出 が 認 め ら れ る

(ROIS TAC I IE R ， 1 99 1 )  0 し か し ， CCaVcIに も 病原性の強弱

があ り ， 検定にI年以上 を 要す る 場合 も あ る 。 そ の他の

生物検定につ い て は， CEV d お よ び CVcI- IIに対 し て ，

いくつ か の 草木植物 で の 発病が確 認 さ れ て い る (畑谷

ら ， 1997) 。

次に， そ の他の検定法 と し て ， ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ

ル電気泳動法 (PAGE ) ， 核酸ハ イ プ リ ダ イ ゼーシ ョ ン

法， 逆転写ーポ リ メ ラ ー ゼ連鎖反応 法 (R T- PCR) な

ど， ウ イ ロ イ ド R NA を 特異的に検出 す る 方法がいくつ

か挙げ ら れ る 。 PAGE は ， 分子構造の違 い を 利 用 し て

ウ イ ロ イ ド R NA分子 と 植物由来の他の R NA分子 と を

分離 し て検出 す る も の で あ り ， こ の う ち に は， 米変性ゲ

ル と 変性ゲ jレ での電気泳動 を 同方向に逐次的に行 う シ ー

クエ ン シ ャル PAGE (s P AGE ) が あ る 。 本 法 は 分離能

が特に高く， 混合感染状態で存在 す る カ ン キ ツ の数種 ウ

イ ロ イ ド であ っ て も 同時に検出でき る (DU RAN-V ILA et 

al. ，  1 988) 。 ま た 環状l本鎖の 構造 を 持 つ R NA分子 を

特異的に検出 でき る た め， 話1基配列未知の ウ イ ロ イ ド で

あ っ て も 検出 でき る 。 た だ し ， 本法に よ っ て 検出 でき る

濃度 と 純度 の ウ イ ロ イ ド R NA を 抽出 す る に は ， エ ト ロ

グ シ トロ ン 以外の カ ン キ ツ で は 困難な場合が多く， 操作

自 体 も 煩雑であ る 。 そ こ で， 既に塩基配列の わ か っ て い

る ウ イ ロ イ ド を検出す る 場合は， そ の遺伝情報 を 利 用 す

る ハイ プ リ ダ イ ゼーシ ョ ン 法や R T-PCR 法 な ど の 遺伝

子診断法の ほ う が簡便かつ迅速で あ る 。 こ れ ら の遺伝子

診断法 は， ウ イ ル ス と 異 な り 抗原抗体反 応 を 利 用 し た 血

清診断 を 行 う こ と の でき な い ウ イ ロ イ ド で は ， 大量検定

を行 う た め の手段 と し て特に重要 であ る 。 ハ イ プ リ ダイ

ゼー シ ョ ン 法 は， ウ イ ロ イ ド の cDNA (cR NA) を プ

ロ ー プ と し て 用 い て ， ナイ ロ ン 膜 な どに固定 さ れた 被検

値物の抽出核酸 と 反応 さ せ， 目 的 と す る ウ イ ロ イ ド を検

出 す る 方法であ る (RO� IEIミo一DU ImAN et al. ， 1 995 ; FONS ECA 

et al . ，  1996 ;中原 ら ， 1 998 ; NA K A I IA IlA et al. ， 1999) 。 プ

ロ ープの標識に放射性同 位体 を 用 い な い非放射性の検出

系 も 開発 さ れて お り ， い ずれ も プ ロ ー プ さ えあ れ ば利用

でき る 。 R T- PCR 法 は ウ イ ロ イ ド R NAの 塩基配列を

も と に PCR 用 の プ ラ イ マー を 設計 し， ま ず逆転写反応

一一一 6 一一一



M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 H 

カ ン キ ツ ウ イロイドの病原性， 診断法お よ び国内での分布 349 

‘-

H
m
付
I
W
M1

M山
・r
-t
u
-t

寸

口

nu
V引
V
日
v
v

s

c
c
c

F

C
C

O
 

//////
~

一

一副
同い酬

し刷
回
}
国

}
同

国
岡

山時
M
M一W

W
}

 

}

桝山間

議選制 蜘闘

図-3 マ ル チ プレ ッ ク ス RT-PCR に よ る 7 種カ ンキ ツ

ウ イ ロ イ ド の検 出 (RT-PCR増幅産物の 6%ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル電気泳動後の銀染色像) ;レー
ン M : tþ X -17 4/Hae III， レ ー ン H : 健全 エ ト ロ
グ シ ト ロ ン， レー ン 1�13 : カ ンキ ツ ウ イ ロ イ ド

保毒株

に よ り 被検核酸試料中 の ウ イ ロ イ ド の cDNA を合成し，

さ ら に そ れ を 鋳型 に し た PCR を行い， ウ イ ロ イ ド 特異

的増幅産物 を電気泳動や プ ロ ー プ と の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン な ど に よ っ て検出 す る も の で あ る (YANG et al. ，  

1992 ;斉藤 ら ， 1994; NAKAHARA et al.， 1999) 。 筆 者 ら

は， 現在， 市 販 の RNA 抽出 試薬 ISOGEN (ニ ッ ポ ン

ジ ー ン社 ) を 用 い て カ ン キ ツ よ り 全 RNA を 抽出 し，

RT-PCR 法 に よ っ て 増幅 し た 産物 を ポ リ ア ク リ ル ア ミ

ド ゲ ル電気泳動 し ， 銀染色 に よ っ て検 出 す る 方法 を行っ

て い る (伊藤 ・ 家城， 1996) 。 本法 は， 核酸抽出 も 簡便

で， 検出感度 も 非常 に 高 い た め ， エ ト ロ グ シ ト ロ ン を材

料に用 い た場合 は も ち ろ ん， 圃場の栽培カ ン キ ツ か ら で

も ， CEVd， CVd - 1， CVd - II ， CVd - III， CVd - IV， 

F 10 CVd お よ びOSCVd の 正 確 な診断 が可能で あ る 。

さ ら に 本法 を 改良 し ， 一度 の RT-PCR で， こ れ ら の ウ

イ ロ イ ド を 同 時 に 検 出 す る マ ルチプ レ ッ ク ス RT-PCR

も 開発 し た (伊藤 ら ， 1998) ( 図 3 ) 。 本法で は カ ン キ ツ

の重要な病原で あ る カ ン キ ツ タ タ ー リ ー フ ウ イ ル ス も 同

時に検出で き る 。 海外で も 同様の マ ルチプ レ ッ ク ス RT

PCR が開発 さ れ て き て い る が (TESSITORI et al.， 1996) ， 

本法 は手間 と 労力 を大幅 に 軽減で き る た め ， 簡易 な大量

検定 を可能 に す る も の と 期待 し て い る 。

皿 圏内 のカンキツウイロイド

日 本国 内 で も CEVd， CVd- 1， CVd- II ，  CVd- IIIお

よ び CVd- IVの カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド が存在 し (畑谷弘

1997 ; 伊藤 ら ， 1997 a) ， さ ら に ， 海 外 で は 報告 の な い

F 10 CVd と OSCVd が検 出 さ れ て い る (伊藤 ら ， 1997 

b) 。 こ れ ら 国 内 の カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド に も 海外 同 様 に

電気泳動度や 塩基配列の異 な る 多様 な変異株が存在す る

(伊藤 ら ， 1996， 1997 a) 0 CEV d は， 我 が 国 で最 も 広範
に 用 い ら れて い る カ ラタ チ台木 に 激 し い 剥皮症 状 を引き
起 こ す た め ， 我が国 の カ ン キ ツ 栽培 に お い て 最 も 重要な

病 原 の ー っ と し て 警 戒 さ れ て き た 。 そ の CEVd は

1900�40 年代 に 欧米諸国 か ら 導入 さ れ た 樹で保毒が多

い こ と が 田 中 ・ 山 田 ( 1971) に よ っ て 報 告 さ れ て い る

が， 筆者 ら は， こ れ ら CEVd 保毒樹 と 考 え ら れ て い た

樹や加納 (1985) に よ り 報告 さ れ た CEVd の 弱 毒 系統

保毒樹 に も ， 他の カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド が混合あ る い は単

独感染 し て い る 例 が多 く 見 ら れ る こ と を 確 認 し た 。 ま

た ， 圏 内 の CVd- 1， CVd- II お よ び CVd- IIIの 中 に は ，

海外で カ ラタチ台パ レ ン シ ア オ レ ン ジ を媛化 さ せ た 株 と

ほ と ん ど同 じ塩基配列 を 持 っ て い る 株 も 検出 さ れて い る

(SANO et al . ，  1988; HATAYA et al . ， 1998 ;中 原 ら ， 1998) 。

し か し ， CVd- II の 変異株の 一部 で あ る CCaVd の 存在

は確認 さ れて お ら ず， CCaVd は 現在 も 植物検疫上 の 特

定重要病害虫 に 指 定 さ れ て い る 。 最 近， REANW ARAKORN 

and SEMANCIK ( 1998) は CVd- II の感染性 ク ロ ー ン を 用

い た 実験 を 行い， CCaVd に 特徴 的 な 塩基置換 を 明 ら か

に し た。 こ の 塩基置換 を持つ株が圏 内 に 存在す る の か ど

う か， 今後調査を進め て 明 ら か に し て い く 必要が あ る 。

そ の他， ガム ポ ケ ッ ト 病 を 引 き 起 こ す病原 ウ イ ロ イ ド も

国 内 で は 確認 さ れて い な い。

園内 の カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド は， 上述の よ う に ， 海外か

ら 導入 し た カ ン キ ツ か ら 検出 さ れ る 例が多 く ， 試験場の

導入 カ ン キ ツ保存園や古い導入 カ ン キ ツ 園 な ど で， 保毒

樹が多 く 認 め ら れ る 。 ま た ， 検定不十分な 穂木が流通す

る こ と で， カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド は各地の 圃場 に も 広が っ

て い る 。 筆者 ら が， 日 本各地の カ ン キ ツ 栽培産地 の 温州

ミ カ ン や タ ン カ ン な ど を検定 し た 結果， 無毒樹が多 い も

の の， CV d - II ， CV d - IIIお よ びOSCVd の 混 合感 染 あ

る い は CVd- II の単独感染樹が多 く 確認 さ れ た 。 と り わ

け， rデ コ ポ ン 」 の愛称で消費者 お よ び栽培者間 で人気

の高い カ ン キ ツ 品種‘不知火'は ， 流通初期 に 未検定の 穂

木 ・ 苗木が特 に 多 く 出 回 っ た た め ， 保毒す る ウ イ ロ イ ド

の 種類 も 多 く ， CV d - II ， CV d -IIIお よ びOSCVd の 上

に ， F 10 CVd， さ ら に 力日 え て CVd- 1あ る い は CVd- IV

の3 �5 種の 混合感染 を し て い る も の や ， こ れ ら 6 種 を

すべ て 保毒 し て い る もの も あっ た (伊藤 ら ， 1 998 ; 難

波 ・ 伊藤， 1 999) ( 図 4) 。 穂木の複製段階での 高接更新

を繰 り 返す過程で， こ れ ら を徐 々 に 保毒 し て い っ た も の

と 考 え ら れ る 。 筆者 ら が調 べ た 範 囲 で は CEVd 保 毒 の

不知火は な か っ た が， 中原 ら (1998) は ド ッ ト プ ロ ッ ト

ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り CEVd プ ロ ー プ と 反

応す る 個体 を 確認 し て い る 。 不知火 (特 に カ ラ タ チ台
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図-4 CEVd 以 外の 6 種 カ ン キツ ウ イ ロ イ ド を保毒す る

カ ラ タチ台‘不知火'

で)の栽培の難 し さ につ い て は， 品種特性， 肥培管理上

の問題， さ ら に カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド の彩糾:な ど を 含 め

て ， そ の原因究明が行わ れ て い る 。 筆者 ら も ， 各 カ ン キ

ツ ウ イ ロ イ ド を単独あ る い は混合 し て 接種 し た カ ラ タ チ

台不知火を悶場に定植 し た 。 樹勢等に どの程度の影響が

あ る の か， 今後調査 し て いく予定であ る 。

お わ り に

現在， カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド の 防除 を考える う えで， 予

防に勝 る 手段 は な い。 ウ イ jレ ス ・ ウ イ ロ イ ド 検定 を 行 っ

た苗木の供給体制 も ， 不知火を 含 め て整 っ てきて お り ，

そ の よ う な苗木 を積極的に品種更新に用 い て いくべきで

あ る 。 検定手法 も 今後， よ り 進化 し た手法を取 り 込ん で

いく こ と で， さ ら に簡便化 し て いく こ と が期待 さ れ る 。

一方， 海外で は ， カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド を 媛化効果因子な

ど と し て利 用 す る 研究 も 行われて お り (SE� IA1\C IK et al.， 

1997) ， そ の病原性 を 有効活用 す る ;場面 も 考え ら れ て い

る 。 し か し ， そ の場合で も ， 栽培現場への実際の応用に

は研究者間で意見の相違があ り ， 否定的意見 も 多く， も

し利用 す る と し た 場合 も ， 病原性が弱く安定 し て い る こ

と を確 認 し た う えで十分 な管理の も と に行 う 必 要 が あ

る 。 実際， カ ン キ ツ ウ イ ロ イ ド の病原性につ い て は， 変

異 の 多様性 と の関連や， 異 な る 組み合わせでの混合感染

の影響， さ ら に様々 な 栽培 カ ン キ ツ 種に対す る 影響 な

ど， 今後明 ら かに し て いくべき点が多い。 そ し て ， い ま

だ 圏 内 で報告 は な い CCaV d お よ びガム ポケッ ト 病 ウ イ

ロ イ ド や， そ の他の新た な病原 ウ イ ロ イ ド が圏 内 で発見

さ れ る 可能性 も あ り ， 今後 と も 慎重に対応 し て いく必要

があ る 。

な お， 本稿で述べた研究 を 行 う にあた り ， ご協力 を い

た だ い た 果樹試験場の家城洋之博士お よ び岩波徹氏，

南九州大学園芸学部の尾崎克巳教授， 長崎県病害虫防除

所の難波信行氏， ご指導 ・ ご助言を い た だ い た北海道大

学農学部の畑谷達児博士お よ び秋田 県立大学付属生物工

学研究所の中原健二階士， ウ イ ロ イ ド 保毒樹の ご提供 を

い た だ い た 各県試験場の皆様， な ら びに本稿の校聞 を い

た だ い た 果樹試験場 カ ン キ ツ 部 の 伊藤伝病害研究室長

に， 深謝の 意 を 表す る 。
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