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研究成果の概要（和文）：本研究はカンキツグリーニング病（Citrus huanglongbing, HLB）の

病原細菌 Candidatus Liberibacter asiaticus(Ca. Las)を媒介するミカンキジラミ Diaphorina 
citri 中で、同細菌と拮抗する微生物を各地で分離して、それらの抑制力を利用した新規生物

的防除法の確立を目指している。沖縄およびベトナムより糸状菌に感染したキジラミより糸状

菌を分離し、同定を行い病原性を調査して有望な菌株を得た。 

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 
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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る。 

 
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ベトナムと沖縄県に
おけるミカンキジラミの天敵糸状菌を分離
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して種類を明らかにし、その糸状菌による同
虫の Ca. Las 媒介抑制効果のメカニズムを調
査する。 
 

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ミリから 2ミリ、成虫は体長約 3ミリで、
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 か月以上生存す
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（図１）。 
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。 

 
図１ 媒介虫の成虫（左）および幼虫（右） 
 
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ベトナム
と沖縄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 得 ら れ た 菌 株 の 菌 学 的 性 状 お よ び
rDNA-ITS 領域とβ−チューブリン遺伝子領域
の塩基配列の情報から系統解析して同定を
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２、左)、雑菌に比較して生長速度が極端
に遅いこと(図２、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。 
②寄生菌の分離 沖縄およびベトナムの死 

図２ ミカンキジラミからの寄生菌の分離 

図３ミカンキジラミからの寄生菌の分離株 
 
亡虫より上記の事に注意して寄生菌の分離
を行った。その結果、図３に示したように数
株の分離株を得ることができた。 
③沖縄およびベトナム株の菌学的性状 両
国の代表的菌株の菌学的性状調査を行った
結果、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，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。一方，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。なお、ベトナムおよびタイの死亡
虫からは従来報告されている Paecilomyces 
fumosoroseus と思われる菌株が多数分離さ
れたがその性状については現在調査中であ
る。 
 rDNA-ITS 領域をダイレクトシーケンスに
より沖縄およびベトナムにおいて新規と考
えられる分離株の塩基配列を決定したとこ
ろ，どちらも Paecilomyces 属に属するとい
う結果を得た。 
そこで、Paecilomyces 属の種同定に多様さ

れるβ−チューブリン領域の塩基配列を用い
て相同性の高い種とともにフリーソフト
Gene Docを用いてマルチプルアライメントを
行った。比較した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）。 

β−チューブリン領域の塩基配列に基づく
系統樹からも沖縄株は P. javanicus，ベトナ
ム株は P. lilacinus と相同性が高いと示唆
された。 

 



 

 

図４ ミカンキジラミ寄生菌の系統樹 
 
菌学的に類縁関係があるとされる P. 

javanicus ,P. tenuipes, P. fumosoroseus,  
P. lilacinus, P. marquandii の既報の文献
との菌学的性状を再度詳細に調査した結果、
菌学的にも矛盾がなく沖縄株はP. javanicus，
ベトナム株は P. lilacinus と同定された。
なお、本研究で初めて寄生が認められた沖縄
株は図３のように特徴的な分生子を有して
いた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
      

図５ 沖縄株の分生子 
 

④沖縄およびベトナム株の病徴 
沖縄およびベトナム株の接種分生子濃度

を 107/ml(実用濃度)に調整し、病徴を調査し
たところ、沖縄株は通常の死亡形態を呈する
のに対し(図６、上)、ベトナム株は口吻を葉
面に突き刺したまま死亡する特徴を有して
いた(図６、下)。また、成葉の表面に卵が産
み散らかされているなど異常行動が観察で

きたことから、東アジアには多種多様の機能
を有する分離株がさらに多く存在する可能
性が高いと考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６ 各菌株の病徴 
 

⑤定量病原力調査 各種濃度の分生子を使
用してミカンキジラミ成虫について病原力
の調査を実施した。沖縄株の殺虫活性は、
アメリカで実用化が期待されている分離株
の 107/ml接種区よりも沖縄株の106/ml接種
区の死亡率が高く、10 倍以上の殺虫活性が認
められ(図７)、沖縄株の実用化にともなう詳
細な解析が急務となった。さらに、同株はイ
ンドネシア株の 100倍以上の病原力を示した。 
 

 
 



 

 

一方、ベトナム株の分生子１０８,１０７お
よび１０６/ml をそれぞれミカンキジラミ成
虫に接種した場合の死亡率は７３％、５７％
および２０％となり、既報の分離株の死亡率
とほぼ同等になった。 
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．沖縄およびベトナムの寄生菌罹病ミカ
ンキジラミを用いて、病原性寄生菌の分離を
試みた結果，寄生菌が雑菌に被われること、
生長が遅いことがその分離を難しくしてい
ることが判明した。 

２．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，沖縄株は P. 
javanicus，ベトナム株は P. lilacinus と同
定できた。２菌株ともミカンキジラミ寄生菌
としては新種の寄生菌であった。 

３．両株を健全ミカンキジラミに接種し，
その病原力を調査したところ，既報の病原性
寄生菌と比べ，沖縄株の病原力は極めて強か
ったが、ベトナム株の病原力は既報とほぼ同
じであった。 
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