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研究成果の概要（和文）：　カンキツグリーニング病（HLB）の病原細菌Candidatus Liberibacter asiaticus(Ca. Las
)の媒介虫ミカンキジラミ体中で、同細菌と拮抗するミカンキジラミ寄生菌を東南アジア各国で分離した。ミカンキジ
ラミからカンキツ類へのCa. Las伝播を抑制する寄生菌の選抜して環境に優しい新規生物的防除資材の発掘とそれによ
るHLB防除基盤の確立を目的とした。
　タイ、ベトナム、沖縄および奄美大島で各種寄生菌を分離し同定した結果、沖縄から分離した分離株は媒介虫では新
種寄生菌であり、同虫に対しの殺虫スピードは早く、強い病原力を有していた。さらに、圃場における防除効果も高か
った。

研究成果の概要（英文）：The Asian citrus psyllid, Diaphorina citri Kuwayama, (Hemiptera: Psyllidae) was 
discovered in Okinawa in 1998 and apparently arrived without its natural enemies. Control of D. citri is 
important because this phloem-feeding pest vectors Candidatus Liberibacter asiaticus (Ca. L. asiaticus), 
a phloem-residing α-proteobacterium that causes citrus greening disease or Huanglongbing. This research 
contributes the first steps towards evaluating entomopathogenic fungi for its potential use in an IPM 
program to suppress D. citri populations. Fungal pathogens that killed adult D. citri in Thailand, 
Vietnam, Okinawa and Amami-oshima were identified and characterized. Isaria javanica from Okinawa has a 
high virulence against D. citri and was effective on control of D. citri in laboratory and field 
applications.

研究分野：昆虫病理学
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１．研究開始当初の背景 
 HLB はアジア･アフリカの熱帯・亜熱帯地
域におけるカンキツ類の最も恐ろしい病害
で、最近では南北アメリカ大陸にも被害が拡
大している。わが国では1988年に西表島で、
現在では沖縄県のほぼ全域と鹿児島県の一
部で確認され北上が懸念されている。HLB に
対する有効な農薬がなく、健全な苗木の定植
とその後の媒介虫の侵入・増殖の阻止が唯一
の防除手段となっている。Ca. Lasの培養が
不可能なこと、低濃度で局在することなど
から、Ca. Las の検出法の研究が主に行わ
れている。特定重要病害の媒介虫にも拘わら
ず、ミカンキジラミの寄生菌（昆虫病原性糸
状菌）に関する研究は極めて少なく、同定さ
れた寄生菌は 3種に限られる。さらに、国内
外においてミカンキジラミの病原細菌媒介
機能を低下させる寄生菌の調査とそれを応
用したHLBの防除に関する研究は皆無であっ
た。 
 
２．研究の目的 
 HLB 防除には媒介虫寄生菌の網羅的な調
査が国際的に緊急かつ必要不可欠な課題で
あるが、残念ながら既報の分離株は極めて少
数に限られる。そこで、分離株の報告が少な
い理由を先ず調査する。次に調査の結果より
改良した分離方法によりタイ、ベトナム、沖
縄および奄美大島におけるミカンキジラミ
の天敵糸状菌を分離して種類を明らかにし、
その糸状菌による同虫の Ca. Las 媒介抑制を
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 HLBの媒介虫ミカンキジラミの幼虫は体長
1 mmから 2 mm、成虫は体長約 3 mmで、
体色は赤褐色ないし黒褐色、前翅には特徴
的なまだら模様があり、2 ヶ月以上生存す
る。成虫は樹木上で吸汁する際、頭を下に
して腹部を持ち上げ、翅を斜め上に突き出
す姿勢をとるといった特徴がある。体長が
小さいことから、その死亡虫の採取には細
心の注意をはらい先ず沖縄において寄生菌
に感染して死亡したミカンキジラミ採取し、
以下の実験を行った。 
①沖縄県で採取した寄生菌罹病ミカンキジ
ラミの顕微鏡下での観察および各種培地を
使用して最適な分離方法と分離培地を開発
した。 
②改良した分離方法と培地によりタイ、ベト
ナム、沖縄および奄美大島より採取した寄生
菌罹病ミカンキジラミより寄生菌を分離し
た。 
③新規寄生菌についてはrDNA-ITS領域とβ−
チューブリン遺伝子領域の塩基配列の情報
および菌株の菌学的性状から同定を試みた。 
④ミカンキジラミからカンキツ類への Ca. 
Las の伝播を抑制する天敵糸状菌の検索をベ
トナムと沖縄で実施するとともに媒介昆虫
に対する病原性を調査した。 

 
４．研究成果 
①分離方法の検討 既報の分離株が極めて
少数に限られる原因を調査するため沖縄県
で採取した寄生菌罹病虫を材料にその原因
を調査した。その結果寄生菌に感染したミカ
ンキジラミは死後急速に雑菌に被われるこ
と(図１、左)、雑菌に比較して生長速度が極
端に遅いこと(図１、右)が原因あることを先
ず明らかにした。 
また、分離用培地にはクロラムフェニコー
ル加用L-broth寒天培地が最適である結果を
得た。 

 
図１ ミカンキジラミからの寄生菌の分離 
 
②寄生菌の分離 タイ、ベトナム、沖縄およ
び奄美大島の死亡虫より上記の事に注意し
て寄生菌の分離を行った（図２）。その結果、
数株の分離株を得ることができた。 
 

 
図２ 寄生菌に感染したミカンキジラミ 
 
③タイ、ベトナム、沖縄および奄美大島株の
菌学的性状 各地域の代表的菌株の菌学的
性状調査を行った結果、タイおよびベトナム
株のコロニーは赤紫色を呈し，表面は綿毛状
であり，円形の分生子を形成していた。分生
子の大きさは 2.72×2.34（μm）と，沖縄株
に比べて小型であった。これらの分離株は二
つのグループに大別され、その一つは従来報
告されている Isaria fumosorosea と思われ
る菌株で、それよりコロニー形態がビロード
状で分生子が球形の分離株が多数分離され
ミカンキジラミでは新規寄生菌と考えられ
た。 
沖縄株のコロニーは白色を呈し，その表面
は羊毛状であり，連鎖状に楕円形の分生子を
形成していた。分生子の大きさは 4.95×2.22
（μm）あった（図３）。分生子の色調は
L-broth 寒天培地上ではクリーム色であった
が、PDA では赤紫色を呈した。 
 
 
 



 

 
図３ 沖縄株の分生子形成様式 
 
 沖縄株の成長速度は雑菌よりはかなり遅
いが他の昆虫病原性糸状菌と比較すると早
く、分生子形成も早く、接種 3日後には多数
の分生子が認められた（図３）。 
一方， 奄美大島から分離した株は分生子
形成細胞の基部が膨れ、分生子は亜球形（2
〜3×2.0〜2.5μm）でジグザク状に形成され
たことより Beauveria bassiana と同定され
た。 
沖縄およびベトナムより分離され、新規寄
生菌と考えられる分離株について rDNA-ITS
領域とβ−チューブリン領域の塩基配列に基
づく系統樹を作成した（図４）。 

図４ 沖縄株の塩基配列に基づく系統樹 
 
 その結果、沖縄株は I. javanica と同定さ
れ、同虫では新規寄生菌となった。 
 一方、ベトナムより分離された I. 
fumosorosea と 類 似 し た 株 は
Purpureocillium lilacinus と同定され、同
様に新規寄生菌であったが、人間にも病原性
が報告されているためその後の防除試験か
らは排除した。 
 新規寄生菌の沖縄株の性状を各種培地を
用いて調査した。分生子形成量は L-broth 寒
天培地およびオートミール寒天培地におい
て良好な結果を得たが、PDA およびサブロー
ズ寒天培地において分生子形成量は極めて
少なかった。 
 次に、分生子の安定性を水中保存と大気中
保存の両条件で検討した。水中に保存した場
合、４℃および室温保存とも生菌数は 1ヶ月
で 10 分の一に、２ヶ月で 100 分の一に減少
した。同様な傾向は大気中に保存した場合も
認められた。他の昆虫病原性糸状菌（B. 
bassiana、 M.anisopliae、I.fumosorosea な
ど）と比較すると極端に不安定であった。こ

のことも同菌の分離例が少ないことの一因
と考えられた。 
 ④沖縄株の防除効果 沖縄株のミカンキ
ジラミの成虫に対する病原力は極めて強く、
既報の株の 100 倍以上であった。そこで、幼
虫に対する病原力を調査した結果、幼虫に対
しても同様な病原力を示した（図５）。この
病原力はイタドリマダラキジラミに対して
も同様な病原力を示したが、他の昆虫（ミナ
ミキイロアザミウマ、ハダニ類およびアブラ
ムシ類なそ）に対する病原力は弱かった。 
 

図５ 沖縄株のミカンキジラミ幼虫に対す
る病原性 
 
 次に、沖縄株の分生子を柑橘類の葉上に散
布後、成虫を放飼して、葉上からの感染を試
みた。106～103/mL の分生子を散布後、成虫を
放飼した場合いずれの濃度においても高い
死亡率が得られた。 

 
図６ 沖縄株の葉上散布のミカンキジラミ
成虫に対する影響 
 
同株の成虫に対する病原性を成虫直接接
種と葉上接種で比較検討した。107/mL の分生
子を接種した場合、葉上接種区において死亡
するまでに長時間は要したが、両者において
大差は認められなかった(図７)。さらに、
103/mL～10６/mL 区においては直接接種区よ
りも高い病原性が認められた。このことは葉
上においてはなんらかの要因により感染が
容易になっているものと考えられた。 
 



 
図７ 沖縄株の直接接種   と葉上接種 
   のミカンキジラミに対する病原力 
 
 次に、沖縄株を接種した成虫から健全虫へ
の水平伝搬の可能性を検討した。この場合、
葉上接種と同様に高率の水平伝搬が認めら
れた。沖縄株による殺虫効果は室内および圃
場レベルの試験でも認められることから HLB
の有力な生物的防除資材であることが判明
した。 
 
以上の結果を総括すると次のようになる。
カ ン キ ツ グ リ ー ニ ン グ 病 （ Citrus 
huanglongbing, HLB）は，カンキツ葉の篩部
に 局 在 す る 病 原 細 菌 Candidatus 
Liberibacter asiaticus（Ca.Las）の感染に
より発生するカンキツ類の病害で，接木の他，
ミカンキジラミ Diaphorina citri によって
媒介される。日本においては，1988 年に沖縄
県西表島で最初の発生が確認されて以降，分
布域が北上し，現在は奄美群島での発生も確
認されている。HLB は有効な治療法が確立さ
れておらず，罹病した樹は数年以内に枯死す
る。そのため，日本を含む本病の発生地域で
は，カンキツ類の最も重要な病害として防除
対策が進められている。本研究では，HLB の
防除対策の一つであるミカンキジラミの防
除を目的として，寄生菌罹病ミカンキジラミ
からの昆虫病原性寄生菌の分離を行い，その
同定を試み，さらに，分離された寄生菌の性
状を調査し次のことが明らかになった。 
１． タイ、ベトナム、沖縄および奄美大島 
の罹病ミカンキジラミを用いて、病原性寄生
菌の分離を試みた結果，タイおよびベトナム
では I. fumosorosea と P. lilacinus が優占
種として分離された。このうちの P. 
lilacinus 新規寄生菌であったが、人間にも
病原性が報告されているためその後の防除
試験からは排除した。 
２． 奄美大島からは Beauveria bassiana 
が分離された。沖縄からは I. javanica が分
離され、新規寄生菌となった。 
３． ミカンキジラミの新規寄生菌のうち、 
I. javanica が成虫に対し今までにない強い
病原力を示したので、以下の実験は I. 
javanica を中心に行った。 
４． I. javanica は沖縄のみで分離される 

理由は同菌の分生子の不安定性と、雑菌に被
われることに起因しているものと考えられ
た。 
５．rDNA-ITS 領域とβ−チューブリン遺伝
子の塩基配列の系統解析からも，沖縄株は I 
javanica，ベトナム株は P. lilacinus と同
定された。 
 ６．室内および圃場試験において沖縄株は
ミカンキジラミ幼虫および成虫に対しても
今までにない強い病原力を示した。 
 ７．沖縄株のミカンキジラミ成虫への病原
力は葉上接種および個体間の水平伝搬でも
維持された。 
 
 以上のことより、沖縄株は HLB の有力な生
物的防除資材である。また、他の昆虫病原性
糸 状 菌 （ B. bassiana, I.fumosorosea, 
M.anisopliae など）と同様に植物と何らかの
関連があり、そのことで、葉上での高率な感
染が可能になるものと考えられ、今後その点
を集中的に追求する予定である。 
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