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課題名：PCR を用いた迅速・高感度なイチゴ炭疽病潜在感染苗検査法 

［要約］PCR を用いたイチゴ炭疽病潜在感染苗検査法は、迅速・高精度に炭疽病潜在感

染苗を診断できる。 

ﾌﾘｰｷｰﾜｰﾄﾞ イチゴ、イチゴ炭疽病、潜在感染苗、診断、PCR、マニュアル 

実施機関名 主  査 農林総合研究センター・生産環境部・生物工学研究室 

 協力機関 農林総合研究センター・暖地園芸研究所・果樹・環境研究室、 

            （国）岐阜大学、（地独）北海道総研花・野菜技術センター、 

奈良県農業総合センター、栃木県農業試験場、静岡県農林技

術研究所、佐賀県農業試験研究センター、（株）ミヨシ 

実施期間 ２００９年度～２０１１年度 

［目的及び背景］ 

イチゴの主要病害の発生は育苗期に集中し、健全親株の確保、雨よけ施設の整備、定

期的な薬剤散布など多大な労力が要求されている。しかし、現状では苗生産における病

害検査体制が十分ではなく、近年増加する種苗の受委託生産においても問題となってい

る。本課題では、PCR を用いたイチゴ炭疽病潜在感染苗診断技術を開発し、全国の主要

生産地において現地実証を行う。開発した技術は、その実用性を検証した上で、現地実

証により摘出された問題点を解決し、実用的な検査システムとして確立する｡ 

［成果内容］ 

１ PCR を用いたイチゴ炭疽病潜在感染苗検査法（図１）は、苗が炭疽病に潜在感染し

ているか否かを３日間で診断できる。 

２ 本検査法は、エタノール浸漬法では区別のできなかった病原性菌と非病原性菌を区

別でき、高感度である。このことから、生物検定を行わずとも本検査法のみで実用的

に病原性菌感染苗の判定が可能である（表１）。 

３ 新たに開発した DNA 抽出法（PrepMan GM 1/2 法）は、従来法である MagEx 法に比べ

て１検体あたりの操作時間を 33％、検査単価を 58％削減できる。本法を用いた１検

体あたりの検査単価は 171 円である（表２）。 

４ 上記の成果をもとに技術の標準化を図り、イチゴ炭疽病潜在感染苗検査マニュアル

を作成した。 

［留意事項］ 

１ 本検査法の実施に当たっては、専用機材（PCR 装置等）が必要である。 

［普及対象地域］ 

  県内全域 

［行政上の措置］ 

［普及状況］ 
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［その他］ 

平成 21～23 年度新たな農林水産政策を推進する実用技術開発事業「イチゴ健全種苗生

産のための病害検査プログラムの構築」 

表２ １検体あたりの操作時間及び検査単価 

注 1)奈良県の親株増殖圃場において平成 21 年９月に
検査した  

2)PCR 法は本検査法、培養法は選択培地、エタノー
ル浸漬法は Ishikawa(2003）による  

3)病原性判定は生物検定による  

（データ提供：奈良県農業総合センター）  

 サンプル採取

前培養

DNA抽出

PCR

電気泳動

採取部位：最外葉葉柄基部2枚 70%エタノール表面殺菌処理

PD液体培地＋クロラムフェニコール100mg/l：2ml

チューブに1ml分注しサンプルを入れ培養
28℃ 48時間振とう培養

PrepMan GM ½法

nested-PCR

1st：AP-BF＆AP-N1プライマー 94℃30s－55℃30s－72℃30S 30サイクル

2nd：1stPCR産物を20倍希釈
AP-f3&AP-r7プライマー 94℃30s－58℃30s－72℃30S 40サイクル

※3’エキソヌクレアーゼ活性のないTaqを使用する（プロメガ Go-Taqなど）

1.5%アガロースゲル電気泳動：GelRed染色

図１ PCR を用いたイチゴ炭疽病潜在感染苗検査法 

注）プライマー配列（鈴木ら、2008、論文未発表） 
AP-BF： 5’-TGAATGCTGAGGCTGCGATGAG 
AP-N1： 5’-GCGGCGAGGTAACTCTTCTC 
AP-f3： 5’-GAAGGGGCTTGTAGTCGAAAT 
AP-r7： 5’-GATGAGGTTGCTCTCCATAT 

病原性菌  非病原性菌  

注 1) MagExtractorTM(TOYOBO)kit を使用した  
2) PrepMan® Ultra Reagent(Life Technologies)を使用し

ガラスビーズ・スキムミルク処理を行った  
3) PrepMan® Ultra Reagent を規定量の 1/2 で使用した  
4) 検査単価の内訳は DNA 抽出試薬、Taq DNA ポリメラーゼ、

サンプルチューブ、ピペットチップで機材や人件費は含
まない  

M    1     2     3     4     5     6    7    8    9   10   11   12   13   14   15   16

病原性菌株 非病原性菌株

nes ted -PCR  

1st:AP-BF&AP-N1 プライマー  94℃ 30s－ 58℃ 30s－ 72℃ 30s 40 サイクル 

 

2nd :1 s tPCR 産 物 を 20 倍 希 釈  

  AP-f3&AP-r7 プライマー  94℃ 30s－ 58℃ 30s－ 72℃ 30s 40 サイクル 

注）Go-Taq(プロメガ )等、エキソヌクレアーゼ活性のない Taq を使用する  

表１ イチゴ苗増殖圃場の全株調査における 
イチゴ炭疽病潜在感染苗の検出率 

炭疽病潜在感染苗検出率(％)
(うち病原性菌検出率)

PCR法 4.5 (4.5)

培養法 3.5 (1.5)

エタノール浸漬法 5.0 (1.5)

DNA抽出方法
DNA抽出操作
に要する時
間（分）

DNA抽出単
価（円）

検査単価
（円）

MagEx法 1) 180 280 405

PrepMan(GM)法 2) 120 135 238

PrepMan(GM)1/2法 3) 120 68 171


