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４．キウイフルーツかいよう病菌 Psa3系統の検出方法（迅速・多量検定法） 

 

本法は、現地で確認された新葉の病斑（4 から 6 月頃）を対象として、県の研究機関や防除

指導機関等におけるかいよう病菌（Psa）の迅速・多量診断に適した方法である。なお、精密な

診断を目的とした場合には、葉から全 DNA 抽出することが望ましい。 
反復は供試した病斑が、Psa 以外の原因による可能性があるため複数の採取断片（2014 年の

実施例では 1 試料当たり 4 から 8 断片使用した。必要に応じ供試断片を追加して診断を行うこ

とが望ましい）を用いる。 
 
１ 先端径が約 5mm になるよう切断したピペットチップを用いて（試料採取に鋏タイプのペ

ーパーパンチャーを使用することも可能）、診断に供する新葉の病斑部分を打ち抜き断片を採

取する。ピペットチップの継続使用は行わない。 
 
２ 採取した断片を 30μl の滅菌水を添加した 200μl の PCR チューブに入れ、滅菌水に浸漬

する。 
 
３ 断片が入った PCR チューブを軽くボルテックス（10 から 20 秒程度）する。抽出液が着色

するほど激しくボルテックスすると植物由来のPCR阻害物質が多量しDNA断片の増幅が困

難となる場合がある。 
 
４ PCR 阻害物質の PCR への影響を低下させるため、滅菌水で抽出液を 10 から 100 倍に希

釈する。 
 
５ ４で希釈した抽出液についてサーマルサイクラーを使用して 95℃で 10 分間処理、急冷す

る。 
 
６ ５の抽出液および表のプライマー等を用いて、PCR で共通プライマーによる Psa 診断およ

び Psa3 系統の特定を行う。PCR はマルチプレックス法での実施（「PsaF1・PsaR2」および

「P0(hopA)-F1・P3(hopA)-R2」の組み合わせ）も可能ではあるが、供試試料によっては電

気泳動時に明瞭なバンドが得られない場合もある。 
 
７ アガーロース電気泳動を行い判定する。 

 
８ ４の希釈液を普通寒天培地(NA 平板）等に画線して培養する。 

 
９ ８を 3 日間程度培養した後 Psa 様コロニーの有無を確認するとともに、コロニーダイレク

ト PCR により Psa であるか確認する。新鮮な新葉試料であれば Psa のコロニーが優先的に

分離される。なお、⑧および⑨の行程は、あくまで再確認のため行うものであり、判定まで

に数日を要するため必要に応じ行うものとする。 
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①病斑を打ち抜き
（5mm程度）

⑤熱処理

④希釈
（10～100倍）

⑥PCR診断
⑦判定（電気泳動）

⑧細菌の分離

⑨判定
（コロニーの有無）

②滅菌水に浸漬 ③軽くボルテックス

二重
チェック

採取した発病葉

PsaF1 TTTTGCTTTGCACACCCGATTTT

PsaR2 CACGCACCCTTCAATCAGGATG

P0(hopA)-F1 GCAGAGGCGATGCAAAACCCG

P3(hopA)-R2 ACGCGACAACTACCTTGAAAAACG

China・F GGAGTTCCAGCAACTGACG

China・R CGCTCAAGATCCTTTTCCAT

Europe・F TGGTGATCGTCTGGATGTGT

Europe・R ATTATGCTCCTGGCTCATGG

参考

共通 280 Rees-George et al . (2010)

Psa
系統等

プライマー名 プライマー配列（5'→3'）
サイズ
(bp)

Psa3 733
Psa3系統のヨーロッパタイプ
を検出できるプライマー
Balestra et al . (2013)

Psa3 186
Psa3系統を幅広く検出でき
るプライマー
清水ら（2015）

Psa3 609
Psa3系統の中国、NZタイプ
を検出できるプライマー
Balestra et al . (2013)

AmpliTaq Gold® 360 Master Mix 6.0μl 95℃ 10分
プライマー混合液※ 1.0μl

滅菌水 3.8μl 95℃ 30秒
全DNA液 1.2μl 60℃ 30秒
計 12.0μl 72℃ 45秒

72℃ 7分

35
サイクル

※各供試プライマーとも最終濃度が0.3μM
　にとなるように添加

〈反応液組成〉 〈反応条件〉

 
表 4 Psa 系統特異的および共通検出用プライマーの塩基配列 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9 PCR の条件（参考例） 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10  PCR によるかいよう病の迅速・多量診断のフローチャート 
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５．かいよう病のまん延防止のための啓発資料 

 
未発病地域における予防的対策を主体とした暫定的なまん延防止技術等に関す

るパンフレットおよびリーフレットを次のとおり作成したので、指導等の参考にさ

れたい。 
  ○ パンフレット 
       キウイフルーツかいよう病緊急対策･･･････････････啓発資料 1 
  ○ リーフレット 

果樹園管理ガイド･･･････････････････････････････啓発資料 2 
病徴ガイド･････････････････････････････････････啓発資料 3 
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啓発資料 1（かいよう病まん延防止パンフレット） 

 

表面 
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裏面 
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啓発資料 2（ほ場衛生管理関係リーフレット） 
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啓発資料 3（園地モニタリング関係リーフレット） 
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