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Abstract : We developed the species-specific PCR primers based on the 16S rDNA sequence of the  

bacteria Flavobacterium sp. which cause “Suminori” disease of the caltivated Porphyra sp.(nori). The 

eleven isolates of the bacteria Flavobacterium sp. used in this study were collected from the several nori 

farming fields in Aichi prefecture. All samples showed same 16S rDNA sequence. So we designed 

1st-PCRP (SM-F1 and SM-R1) for 1st PCR, Nested-PCRP1 (SM-F2 and SM-R2) and Nested-PCRP2 

(SM-F2 and SM-R3) for 2nd PCR based on 16S rDNA sequence of the specimens. Specificity of those 

primers was investigated by PCR using the DNA extracted from the nori thallus collected from the farming 

field. 1st-PCRP and Nested-PCRP2 showed high species-specificity, but Nested-PCRP1 showed low 

species-specificity. 2nd PCR using Nested-PCRP2 followed after 1st PCR using 1st-PCRP showed more 

sensibility than each 1st PCR using 1st-PCRP or Nested-PCRP2.  
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 スミノリ症は養殖ノリ，Porphyra sp.に見られる病害の

一つで，有明海のノリ養殖漁場では 1975 年～1990 年の

間にしばしば大発生が認められ，スミノリ症を発症した

葉体の縁辺部には多数の細菌が付着していたとされる 1)，

2)。また愛知県でも 1991 年以降，伊勢湾や三河湾のノリ

養殖漁場で12月末から翌年1月にかけて発生が認められ，

伏屋ら 3)は常滑市地先ノリ養殖漁場でスミノリ症を発症

した葉体から，スミノリ症原因菌と考えられる

Flavobacterium 属の細菌（以下スミノリ菌）を分離して

いる。スミノリ症の葉体は，漁場においては肉眼的に正

常で，顕微鏡下の観察でも特に異常は認められなくても，

淡水に触れると短時間で原形質の吐出を生ずる。これを

乾ノリとした場合には，艶のない黒い色調となり，著し

い品質低下を引き起こす。こうした漁業被害を軽減する

ため，漁場におけるスミノリ菌の存在と，ノリ葉体に感

染するスミノリ菌の養殖管理による増減を明らかにし，

スミノリ症の発症条件を解明することが必要とされる。

このためには，漁場海水中やノリ葉体上に存在する微量

なスミノリ菌を検出することが求められるが，従来行わ

れてきた平板培地を用いた菌分離・培養によるスミノリ

菌検出法 3)では，検出に時間を要し，その検出限界は 106 

cfu.スミノリ菌／g ノリ葉体乾重量程度 4）とされている。

そこで，本研究においては，スミノリ菌の 16S rDNA 遺

伝子塩基配列中の特異的配列をプライマーとする PCR

を用いた，迅速で検出限界の高いスミノリ菌検出技術を

検討した。 

 

材料及び方法 

供試菌株および 16S rDNA 遺伝子塩基配列の決定 

 供試したスミノリ菌株は，1999～2001 年にスミノリ症 
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を発症した愛知県内ノリ養殖漁場の葉体および漁場海水

から分離して-80℃で保存した菌株のうち，本研究着手時

にスミノリ症病原性を保持していた S-01 株から S-11 株

の計 11 株を用いた。これら菌株を分離したサンプルと分

離した時期については表 1 に示した。保存菌株は，株毎

に平板培地 (MarineBroth 2216 寒天 2％含有，DIFCO 社)

に塗抹して 20℃4 日間培養した後，数コロニーを乳鉢と

乳棒を用いて液体窒素下で粉砕し，DNA 抽出キット

（DNeasy，Qiagen 社）により DNA を抽出した。抽出し

た DNA を元に 16S rDNA の増幅 5) を行い，得られた増

幅産物をクローニングキット（pGEN-T Vector Systems，

Promega 社）を用いてクローニング 6)した。塩基配列の

決定は ABI373A 型機（Applide Biosystems 社）を使用し，

蛍光ダイターミネーターキット（ DYEnamic ET 

Terminator CycleSequencing Kit，Amersham Biosciences 社）

により行った。 

 

スミノリ菌検出用プライマーの検討 

 プライマーは，スミノリ菌 16S rDNA 遺伝子塩基配列

と遺伝子データベースから得た類似配列を持つ

Flexibacter，Cytophaga，Polaribacter，Flavobacterium に

属する菌の塩基配列情報を元に，Tm 値が 55～65℃，プ

ライマーの塩基数が 18～25bp，PCR 増幅産物の塩基数が

200～1,000bp の条件で遺伝子解析ソフト（GENETXY）

を用いて設計 7,8)した。なお，検出限界を高めるため，1st 

PCR プライマーとともに，1st PCR プライマーによる増幅

産物を鋳型として行う Nested-PCR のプライマーについ

ても設計を行った。 

 設計されたプライマーの PCR による増幅を調べるた 

 

 

 

 

 

 

め，S-01 株から DNA 抽出キットにより抽出した DNA を

鋳型 DNA として PCR を行った。PCR 反応液は，鋳型

DNA が 1µl，dATP，dCTP，dGTP および dTTP が 200mM，

forward 側および reverse 側プライマーがそれぞれ 0.4µM，

TaqDNA ポ リ メ ラ ー ゼ （ AmpliTaq Gold ， Applied 

Biosystems 社）が 0.625units，TaqDNA ポリメラーゼ添付

のバッファーおよび滅菌超純水を添加して全量を 25µl

とした。PCR は，サーマルサイクラー（GeneAmpTM PCR 

System 9600，Applied Biosystems 社）を用いて，プレヒ

ート 95℃，9 分間に続いて熱変性 94℃，30 秒間，アニー

リング 50℃，30 秒間，伸長反応 72℃，30 秒間を 40 サイ

クル繰り返した後，最終伸長反応 72℃，10 分間の反応に

より行った。PCR 増幅産物の確認は，1.5％アガロース電

気泳動により行った。 

また，PCR 反応によって想定した領域の増幅産物が得

られているかを確認するため，増幅産物について制限酵

素 RsaⅠによる切断片長多型を調べた。 

 

漁場サンプルを用いたプライマーの検証 

 設計したプライマーを用いて，漁場のノリ葉体から特

異的にスミノリ菌を検出することが可能かを調べるため，

2002 年に愛知県内のノリ養殖漁場で葉体を採集し，

-30℃下で保存した。葉体から抽出した DNA を用いて

PCR を行い，増幅産物を確認した。なお，供試した葉体

の採集場所，採集時期およびスミノリ症の発症の有無に

ついて表 3 に示した。増幅産物が得られた葉体について

は，同時に行っていた菌分離で得られた菌について，感

染試験 3)によるスミノリ症病原性の有無と各プライマー

による増幅産物の確認とその制限酵素 RsaⅠ切断片長多 

菌株 採集場所 採集時期

S-01 　支柱柵 秋芽生産網の葉体 鬼崎地区 1999年12月

S-02 　支柱柵 冷蔵生産網の葉体 大野地区 2001年 2月

S-03 　支柱柵 冷蔵生産網の葉体 鬼崎地区 2001年 1月

S-04 　支柱柵 冷蔵生産網の葉体 鬼崎地区 2001年 1月

S-05 　浮流柵 冷蔵生産網の葉体 鬼崎地区 2001年 1月

S-06 　支柱柵 冷蔵生産網の葉体 西尾地区 2001年 1月

S-07 西尾地区 2001年 1月

S-08 　支柱柵 冷蔵生産網の葉体 味沢地区 2001年 1月

S-09 　浮流柵 秋芽生産網の葉体 大野地区 2001年12月

S-10 　浮流柵 冷蔵生産網の葉体 鬼崎地区 2001年12月

S-11 　支柱柵 冷蔵生産網の葉体 西尾地区 2001年12月

菌株を分離したサンプル

　漁場海水

表1  供試菌株を分離したサンプルの採集場所および時期



型を調べた。なお，葉体からの DNA 抽出，感染試験，

PCR 等については，以下により行った。 

  湿重量数 mg の葉体を 9ml の滅菌ろ過海水とともにス

テンレス製ホモジナイザーで 10,000rpm，30 秒間ホモジ

ナイズした後，オープニング 20µm の滅菌ガーゼでろ過

したろ液をポアサイズ 0.4µm のポリカーボネイト製フィ

ルター（東洋濾紙株式会社）で吸引して細菌をフィルタ

ー上に集めた。このフィルターを TE50µl とともにマイ

クロチューブに入れ，90℃，20分間の熱処理後，12,000rpm

で 5 分間の遠心により得られた上澄を鋳型 DNA とした。

なお，ポジティブコントロールには DNA 抽出キットで

抽出した S-01 株 DNA を用いた。PCR については前項に

示した方法により行った。PCR 増幅産物が得られた葉体

については，前述したろ液を平板培地に塗抹してコロニ

ーを採取し，伏屋らの方法 3)により感染試験を行った。

また，感染試験に用いたコロニーの一部を TE20µl 中に

懸濁し，この懸濁液を鋳型 DNA として，前項に示した

方法により PCR を行った。得られた PCR 増幅産物につ

いては，制限酵素 RsaⅠによる切断片長多型により，ス

ミノリ菌であるかを判定した。 

 

 

プライマーの検出限界の検討 

 設計された各プライマーについて単独で PCR を行っ

た場合と，1st PCR プライマーで PCR を行った後

Nested-PCR プライマーにより Nested-PCR を行った場合

とのスミノリ菌検出限界を比較した。鋳型 DNA には， 

DNA抽出キットにより抽出したS-01株DNAおよび2004

年 1 月に鬼崎地区漁場で採集し-30℃で保存したスミノ

リ症葉体から前項に示した方法により抽出した DNA を

用いた。これらの DNA を TE により 10 倍希釈を繰り返

し，段階希釈した鋳型 DNA 希釈系列を各々作成した。

これを前項の方法により PCR を行って，増幅産物が生成

される希釈段階を比較した。 

 

結果及び考察 

16S rDNA 遺伝子塩基配列の決定 

供試菌 S-01 株の 16S rDNA 遺伝子塩基配列を図 1 に示

した。供試菌 11 株の 16S rDNA 遺伝子塩基配列は全て同

一であったことから，愛知県内のノリ漁場で採集された

スミノリ菌は同じ種であると考えられ，愛知県内ノリ漁

場においては単一のプライマーによりスミノリ菌の検出 

 

 

1:TTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTAGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGGGGTAACAGAGGTGCTTGCATTTGCTGACGACCGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTATAGAATCTA: 120
 
 

121:CCTTGTACAGGAGGATAGCCTTTAGAAATGAAGATTAATACTCCATAATATATAGATATGGCATCATTTTTATATTAAACATTTATGGGTACAAGATGACTATGCGTCCTATTAGCTAGA: 240

 
 

241:TGGTAAGGTAATGGCTTACCATGGCTATGATAGGTAGGGGTCCTGAGAGGGAGATCCCCCACACTGGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGGC: 360

 
 

361:AATGGAGGCAACTCTGACCCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACTGCCCTATGGGTTGTAAACTGCTTTTATACAGGAAGAAACACTGGTATGTATACCAGCTTGACGGTACTGTAAGAAT: 480

 
 

481:AAGGACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTCCGAGCGTTATCCGGAATCATTGGGTTTAAAGGGTCCGCAGGCGGTTAATTAAGTCAGAGGTGAAATCCCATAG: 600

 
 

601:CTCAACTATGGAACTGCCTTTGATACTGGTTAACTTGAGTCATATGGAAGTAGATAGAATGTGTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACACAGAATACCGATTGCGAAGGCAGTCT: 720

 
 

721:ACTACGTATGTACTGACGCTGAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGTTGTTGGGCATTTGTTCAGTGACTAAGC: 840

 
 

841:GAAAGTGATAAGTATCCCACTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTA: 960

 
 

961:CCAGGGCTTAAATGTAGTATGACAGGACTAGAGATAGTTTTTTCTTCGGACATATTACAAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTCAGGTTAAGTCCTATAACGAG:1080

 
 

1081:CGCAACCCCTGTCGTTAGTTGCCAGCATGTTAAGATGGGGACTCTAACGAGACTGCCTACGCAAGTAGTGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCACGGCCCTTACGTCCTGGGCCA:1200

 
 

1201:CACACGTGCTACAATGGTATGGACAATGAGCAGCCATCTGGCAACAGATAGCGAATCTATAAACCATATCACAGTTCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGCTGGAATCGCTA:1320

 
 

1321:GTAATCGGATATCAGCCATGATCCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGCCATGGAAGCTGGGAGTGCCTGAAGTCGGTCACCGCAAGGAACCGCCTAGGGTAA:1440

 
 

1441:AACTGGTAACTAGGGCTAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTT                                                           :1508

 
 

図1 スミノリ菌（S-01株）の16S rDNA塩基配列および設計したプライマーの塩基配列上の位置 
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は可能と考えられた。 

 

スミノリ菌検出用プライマーの検討 

遺伝子解析ソフトにより設計された 1st PCR プライマ

ーおよび Nested-PCR のプライマーについては，その組み

合わせを 1st-PCRP，Nested-PCRP1 および Nested-PCRP2

として，各々プライマーの方向毎の塩基配列および想定 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

される増幅産物の塩基数を表 2 に示した。設計された各

プライマーの 16S rDNA 遺伝子配列上の位置は図１に示

した。1st-PCRP，Nested-PCRP1 および Nested-PCRP2 に

より得られた PCR 増幅産物と，制限酵素 RsaⅠによる増

幅産物切断片長多型を図 2 に示した。設計されたプライ

マーは，いずれも想定された塩基数の増幅産物を生成し，

制限酵素 RsaⅠによる切断片の塩基数もスミノリ菌 

 

図 2 1st-PCRP，Nested-PCRP1 および Nested-PCRP2 により得られたスミノリ菌 PCR 増幅産物と制限酵素 RasⅠによる

     切断片長多型（Ｍはサイズマーカー） 

組み合わせNo. 方向性 プライマー 塩基配列 PCR増幅産物

forward SM-F1 5'-CAGAGGTGCTTGCATTTGC-3'

reverse SM-R1 5'-GTCACTGAACAAATGCCCAACAAC-3'

forward SM-F2 5'-GGTGCTTGCATTTGCTGACG-3'

reverse SM-R2 5'-CACCTCTGACTTAATTAACCTC-3'

forward SM-F2 5'-GGTGCTTGCATTTGCTGACG-3'

reverse SM-R3 5'-CAAGCTGGTATACATACCAGTG-3'
399bp　Nested-PCRP2

表2  設計した各プライマーの塩基配列とPCRにより生成される増幅産物の想定塩基数

774bp　1st-PCRP

　Nested-PCRP1 524bp



16S rDNA 遺伝子塩基配列の制限酵素切断部位から求め

た塩基数と一致していた。これらにより，1st-PCRP，

Nested-PCRP1 および Nested-PCRP2 は，各々スミノリ菌

16S rDNA 遺伝子塩基配列の想定された部位を増幅して

いると判断され， 1st-PCRP ，Nested-PCRP1 および

Nested-PCRP2 によってスミノリ菌を検出することは可

能と考えられた。なお，1st-PCRP，Nested-PCRP1 および

Nested-PCRP2 によって得られた増幅産物の制限酵素

RsaⅠによる切断片長多型を，それぞれ S1 型，S2 型およ

び S3 型とした。 

 

漁場サンプルを用いたプライマーの検証 

1st-PCRP，Nested-PCRP1 および Nested-PCRP2 を用い

た各葉体における PCR 反応の増幅結果を表 4 に示した。 

 

 

葉体No. 1st-PCRP Nested-PCRP1 Nested-PCRP2

No.1 － ＋ －

No.2 － ＋ －

No.3 ＋ ＋ ＋

   表4  No.1～3 の葉体から抽出されたDNAの 1st-PCRP，
           Nested-PCRP1およびNested-PCRP2によるPCR増幅

           産物の生成

増幅産物 切断片長多型 増幅産物 切断片長多型 増幅産物 切断片長多型

1-01 － － 約500bp *** －

1-02 － － 約500bp *** －

1-03 － － 約500bp *** －

1-04 － － 約500bp *** －

1-05 － － 約500bp *** －

1-06 － － 約500bp *** －

1-07 － － 約500bp *** －

1-08 － － － －

1-09 － － 約500bp *** －

1-10 － － 約500bp *** －

1-11 － － 約500bp *** －

1-12 － － 約500bp *** －

1-13 － － 約500bp *** －

1-14 － － － －

1-15 － － 約500bp *** －

1-16 － － 約500bp *** －

1-17 － － 約500bp *** －

1-18 － － － －

1-19 － － 約500bp *** －

1-20 － － － －

1-21 － － － －

1-22 － － － －

1-23 － － － －

1-24 － － － －

1-25 － － － －

1-26 － － － －

1-27 － － － －

1-28 － － － －

（***）スミノリ菌16S rDNAの増幅産物制限酵素RsaⅠ切断片長多型と異なる多型

スミノリ症
病原性

コロニーNo.
1st-PCRP Nested-PCRP1

      表5  No.1葉体から得られた菌コロニーのスミノリ症病原性，1st-PCRP，Nested-PCRP1およびNested-PCRP2による
              PCR増幅産物とその制限酵素RsaⅠ切断片長多型

Nested-PCRP2

葉体No. ｽﾐﾉﾘ症 採集時期

No.1 － 西尾地区 支柱柵 育苗網 2002年11月

No.2 － 豊浜地区 支柱柵 秋芽生産網 2002年11月

No.3 ＋ 鬼崎地区 支柱柵 冷蔵生産網 2002年12月

採集場所

表3  供試葉体のｽﾐﾉﾘ症発症の有無、採集場所および採集時期



 

増幅産物 切断片長多型 増幅産物 切断片長多型 増幅産物 切断片長多型

2-01 － － 約500bp *** －

2-02 － － 約500bp *** －

2-03 － － 約500bp *** －

2-04 － － － －

2-05 － － 約500bp *** －

2-06 － － 約500bp *** －

2-07 － － 約500bp *** －

2-08 － － － －

2-09 － － 約500bp *** －

2-10 － － － －

2-11 － － － －

2-12 － － 約500bp *** －

2-13 － － － －

2-14 － － 約500bp *** －

2-15 － － － －

2-16 － － － －

2-17 － － － －

2-18 － － 約500bp *** －

2-19 － － 約500bp *** －

2-20 － － 約500bp *** －

2-21 － － 約500bp *** －

2-22 － － 約500bp *** －

（***）スミノリ菌16S rDNAの増幅産物制限酵素RsaⅠ切断片長多型と異なる多型

スミノリ症
病原性

1st-PCRP Nested-PCRP1 Nested-PCRP2

      表6  No.2葉体から得られた菌コロニーのスミノリ症病原性，1st-PCRP，Nested-PCRP1およびNested-PCRP2による
              PCR増幅産物とその制限酵素RsaⅠ切断片長多型

コロニーNo.

増幅産物 切断片長多型 増幅産物 切断片長多型 増幅産物 切断片長多型

3-01 ＋ 774bp S1型 524bp S2型 399bp S3型

3-02 ＋ 774bp S1型 524bp S2型 399bp S3型

3-03 ＋ 774bp S1型 524bp S2型 399bp S3型
3-04 ＋ 774bp S1型 524bp S2型 399bp S3型

3-05 ＋ 774bp S1型 524bp S2型 399bp S3型

3-06 ＋ 774bp S1型 524bp S2型 399bp S3型

3-07 ＋ 774bp S1型 524bp S2型 399bp S3型
3-08 ＋ 774bp S1型 524bp S2型 399bp S3型

3-09 ＋ 774bp S1型 524bp S2型 399bp S3型

3-10 ＋ 774bp S1型 524bp S2型 399bp S3型

3-11 ＋ 774bp S1型 524bp S2型 399bp S3型

3-12 ＋ 774bp S1型 524bp S2型 399bp S3型

3-13 ＋ 774bp S1型 524bp S2型 399bp S3型

3-14 ＋ 774bp S1型 524bp S2型 399bp S3型

3-15 ＋ 774bp S1型 524bp S2型 399bp S3型

3-16 ＋ 774bp S1型 524bp S2型 399bp S3型

3-17 ＋ 774bp S1型 524bp S2型 399bp S3型

3-18 － － － －

Nested-PCRP2

      表7  No.3葉体から得られた菌コロニーのスミノリ症病原性，1st-PCRP，Nested-PCRP1およびNested-PCRP2による
              PCR増幅産物とその制限酵素RsaⅠ切断片長多型

コロニーNo.
スミノリ症
病原性

1st-PCRP Nested-PCRP1



1st-PCRP および Nested-PCRP2 については， スミノリ症

の症状を呈していた No.3 葉体のみ増幅産物が生成され

たが，Nested-PCRP1 については，症状を呈していなかっ

たNo.1葉体およびNo.2葉体からも増幅産物が得られた。

このため，No.1 葉体ろ液から 28 株，No.2 葉体ろ液から

22 株，および No.3 葉体ろ液から 18 株の合計 68 株のコ

ロニーを採取した。各コロニーについて感染試験による

スミノリ症病原性の有無と 1st-PCRP，Nested-PCRP1 およ

び Nested-PCRP2 を用いた各々PCR 増幅産物の生成およ

び増幅産物の切断片長多型を，No.1 葉体から得られたコ

ロニーについては表 5，No.2 葉体から得られたコロニー

については表6およびNo.3葉体から得られたコロニーに

ついては表 7 に示した。1st-PCRP および Nested-PCRP2

については No.3 葉体に認められたスミノリ症病原性を

有するコロニーのみ増幅産物が生成され，その切断片長

多型はそれぞれスミノリ菌の切断片長多型と一致してい

た。Nested-PCRP1 を用いた場合には，スミノリ症病原性

を有しない No.1 葉体から得られた 16 コロニーと No.2

葉体から得られた 14 コロニーについてもスミノリ菌の

増幅産物とほぼ同サイズの増幅産物が生成されたが，増

幅産物の制限酵素 RsaⅠの切断片長多型は，全て S2 型と

異なっており，スミノリ菌とは遺伝子配列が異なる菌の

増幅産物と考えられた。Nested-PCRP1 についてはスミノ

リ菌以外の菌に対して増幅産物を生成すると考えられた

ことから，スミノリ菌に対する特異性は低いものと判断

した。また，1st-PCRP および Nested-PCRP2 については

Nested-PCRP1 により増幅産物を生成したスミノリ菌以

外の菌についても反応することはなく，スミノリ菌に対

する特異性は高いと判断した。以上のことから，1st-PCRP 

 

 

および Nested-PCRP2 を用いた PCR により漁場サンプル

からスミノリ菌を特異的に検出できると考えられた。 

 

プライマーの検出限界の検討 

 S-01株DNAおよびスミノリ症葉体抽出DNAの希釈系

列を用いた 1st-PCRP および Nested-PCRP2 各々の単独で

の PCR と，1st-PCRP による PCR の後に Nested-PCRP2

による PCR の増幅産物生成結果を表 8 に示した。

1st-PCRP による検出限界は，Nested-PCRP2 による検出限

界に比べ，スミノリ菌抽出の希釈鋳型 DNA では 10 倍，

スミノリ症の葉体抽出の希釈鋳型DNAでは102倍高かっ

た。1st-PCRP による PCR の後に Nested-PCRP2 による

PCR を行った場合の検出限界は，1st-PCRP に比べスミノ

リ菌抽出の希釈鋳型 DNA では 10 倍高く，スミノリ症の

葉体抽出の希釈鋳型 DNA では同等であった。

Nested-PCRP2 についてはスミノリ菌に対する特異性は

高いものの，PCR の増幅効率が 1st-PCRP に比べて劣っ

ているこ とから ， 1st-PCRP による PCR の後に

Nested-PCRP2 による PCR を行っても検出限界が大幅に

向上することはなかった。しかしながら，Nested-PCR を

行うことで検出限界が 10 倍高まることが認められたこ

とから，1st-PCRP による 1st PCR の後に Nested-PCRP2 に

よる Nested-PCR を行う方法が最も感度が高いと考えら

れた。 

  また，本手法の検出限界のスミノリ菌量を見積もるた

めに， 5.1×105 cfu.から 5.1×100 cfu.までの 6 段階の菌

量に調整したスミノリ菌を 5cm2 にカットしたノリ葉体

（乾重量 2.25mg）に添加し，前述の方法により DNA を

抽出した。これを本手法により PCR したところ，5.1× 

 

 

×10-1 ×10-2 ×10-3 ×10-4 ×10-5 ×10-6 ×10-7

 1st-PCRP ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

 Nested-PCRP2 ＋ ＋ ＋ ＋ － － －

 1st-PCRP → Nested-PCRP2 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

×10-1 ×10-2 ×10-3 ×10-4 ×10-5

 1st-PCRP ＋ ＋ ＋ － －

 Nested-PCRP2 ＋ － － － －

 1st-PCRP → Nested-PCRP2 ＋ ＋ ＋ － －

     表8　S-01株DNAおよびスミノリ症葉体抽出DNAの希釈系列を用いた1st-PCRPおよびNested-PCRP2
          各々の単独でのPCRと1st-PCRPによるPCRの後にNested-PCRP2によるPCRの増幅産物生成結果

     （注）＋：増幅産物生成，－：増幅産物生成されず

 PCRに使用したプライマー
S-01株DNA(23.3μg／ml)の希釈段階

 PCRに使用したプライマー
スミノリ症葉体抽出DNAの希釈段階



102 cfu.の菌量レベルまで検出することができた。これに

より， 1st-PCRP による 1st PCR の後に Nested-PCRP2 に

よる Nested-PCR を行う本手法の検出限界のスミノリ菌

量は，2.3×105 cfu.スミノリ菌／g 葉体乾燥重量と見積も

られた。本研究では本手法と平板培養法との検出限界を

比較する試験は行わなかったが， 106 cfu.スミノリ菌／g

葉体乾燥重量定量とされる平板培養法の検出限界 4)に比

べて本手法は約 10 倍検出限界が高かった。なお，検出限

界をさらに高めるためには，Nested-PCR プライマーとな

る Nested-PCRP2 の増幅効率が低いことから，より増幅

効率の高い Nested-PCR プライマーを設計することが必

要とされる。また， 効率的に漁場のノリ葉体からスミノ

リ菌 DNA を抽出する方法についても検討が必要と考え

られた。 

 

要  約 

 愛知県内ノリ養殖漁場から採集されたスミノリ菌の

16S rDNA 塩基配列を元に PCR によりスミノリ菌を検出

するプライマーの設計を行った。愛知県内ノリ養殖漁場

から得られたスミノリ菌の 16S rDNA 塩基配列は同一で

あり，プライマーとして 1st-PCRP（SM-F1，SM-R1），

Nested-PCRP1（SM-F2，SM-R2）および Nested-PCRP2

（SM-F2，SM-R3）を設計した。漁場のノリ葉体をサン

プルとしてプライマーのスミノリ菌特異性を調べたとこ

ろ，1st-PCRP および Nested-PCRP2 の特異性は高かった

が，Nested-PCRP1 は特異性が低かった。1st-PCRP による 

1st PCRの後にNested-PCRP2によるNested-PCRを行った

場合，その検出限界はそれぞれのプライマー単独で PCR

を行った場合よりもやや高まった。 
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