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 愛知県のノリ養殖漁場では，毎年養殖ノリのあかぐさ

れ病が秋芽網生産期頃から発生し，秋芽網から冷蔵網へ

の切り替え時期には深刻な被害を及ぼしている。あかぐ

され病は卵菌綱に属する腐敗カビの一種 Pythium sp.がノ

リ葉体に寄生することにより発症する。1,2)主な感染は，

Pythium sp.の遊走子がノリ葉体に付着することから起こ

るため，病害蔓延及び病害防除の指標として，漁場海水

中の遊走子を間接蛍光抗体法 3)や PCR 法 4)で検出するこ

とが試みられている。特に，DNA を増幅する PCR 法は

菌量が微量でも検出できることから病原菌の検出感度が

高いため，病害防除への活用が期待され，rDNA の ITS

領域の配列を元にしたプライマー，4)RAPD により増幅さ

れた配列を元にしたプライマー5)などが設計されている。

近年， Loop-mediated isothermal amplification（LAMP）法

6)が開発され，温度を一定に維持できるインキュベータ

ーがあれば DNA の増幅が可能となった。この手法は簡

便，迅速及び精確に DNA を増幅できるため現場への普

及性が高く，トマトではトマト黄化葉巻病（TYLCV）の

LAMP 法ウイルス検出キットが開発され，7)生産現場で

病害防除に活用されている。Pythium sp.についても，

LAMP 法による遊走子検出手法を開発し，キット化する

ことができれば，現場で病害防除などに活用できると期

待される。LAMP 法において Pythium sp.を特異的に検出

するためには，新たなプライマーの設計が必要 6)であり，

既に配列が明らかとなっている Pythium sp.の ITS 領域 4)

に加え，新たな領域について配列を決定することが求め

られる。このため本報告においては，種特異性が高いと

される rDNA の IGS（Intergenic Spacer）領域 8)の配列を

決定した。 

DNA は，愛知県水産試験場で保存している Pythium sp.

菌株 AP-1（伊勢湾野間漁場の病葉から 1991 年に採取），

AP-2（伊勢湾豊浜漁場の病葉から 2003 年に採取）及び

AP-3（伊勢湾小鈴谷漁場の病葉から 2004 年に採取）よ

り，DNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN 社）を用いて抽出し

た。この DNA について rDNA の 28S 末端部から 5S 上流

部までを増幅するプライマー9)を用いて PCR を行い、プ

ライマーは Fig.1 に示した。得られた増幅産物を pGEM-T 

Easy Vector（Promega 社）でサブクローニングした後，

DTCS Quick Start Sequencing Kit 及び CEQ8000（Beckman 

Coulter 社）により配列を決定した。AP-1，AP-2 及び AP-3

に認められた配列は同一であり，決定した配列について

は Fig.1 に示した。DDBJ において Pythium 属の IGS 領域

の配列情報を検索したところ，登録されている情報とし

て Pythium insidiosum の IGS1 の配列（accession number 

AY484596）のみであった。今後は，本報で決定された

Pythium sp.の IGS1 の配列を元にプライマーを設計し，漁

場海水などで LAMP 法による増幅を行って Pythium sp.

を特異的に検出できるプライマーを選択していく。 
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   1 ACGCCTCTAAGTCAGAATCCATGCTGGAATGGACGATAATCACCCTTCCTGATGTAACGCGAATAGCGATAGGCCTTCGGGCCCAACATCATAAAATTGCAACGCACTCGCGTCGTCTGA 120
 
 
 121 CAAGTGTTGGCGGCGGAGAGTATGCTGAATTGTAATTTCAAATATTGGGAAGGATAAATCCTTTGTAGACGACTTAAATACAGAACAGGGTGTTGTAAGCATGAGAGTAGTCTTGTACTA 240 
 
 
 241 CGATCTGCTGAGATTTAGCCCTTGTTCTATTGATTTGTTCATTTCGATGAACATTTCTCCCCCCCTCCAAACAAAAGCACACACATCGGTGCGCAAGGCCTCTTCCTTTCGCTTATTGGT 360 
 
 
 361 TTGATTGATAGGTGTTGAAATAGTATATAATGGTTAAAGTCTTTACTTTTGCTCCAAGTGCGTTGGCGCAAGTCGGCTAGAAGGCTGCGAAAAAAAAAATAACAAGTCACGCGCCTAATG 480 
 
 
 481 TTATCGTGTGGAGAGTGGAGTGTTTGGTGGACAAGCAAAAAACACAAGTCAACACCGAATGTTACAGTGTGGGAAAATGTATGCAGTCCGTCAGTGACTGGCTGGAGGTGCAGCAGGCGC 600 
 
 
 601 TCGCAAAAATCACAAGTCCACGCCTAATGTTATAGTGTGGGAAAGTGAGGTGTTTTGTGTGGGGTTTGTGACTGACAGAAAAGTAGAGACAGGTAGTGAGAGAAAGAAAGGAGGCTAGTC 720 
 
 
 721 ACTGCCACAATAAAAAATCAAACACACACAGAAGTCCGTGGGGTCAAAGAAAAATAAAGAGAAAGTGTAGGCAGGCTTCGCTGCGGTCTTTGTGTGTGAGATAAAAAATAATAGGTGTCT 840 
 
 
 841 TGCAGAAAAAAACACAAGTCCATGGCGTGTTGTGTTTTGTGTGGGCATGCCCTTGTACTCATGGGTGAGTGAGTGCCCACAGAGAGAAAAATCAATAATCTCCTGCGTTATACAAAAATA 960 
 
 
 961 ACACACAAGTGCTTGGGTTGTTGCGTAGAGAAGCAGAAAATCCAAGCCAAACGCTTGCTATAGGAAAAAATAGCATCGAGTTGGGAGAAAAAAAAAATGTAGTCGGTAGGTAGGTTGAGT 1080 
 
 
1081 GTTGTGTAGTAGAAAAAAGATACTAGCATAGCAGTGTTGTCGAGAAATAGTGAATAAAACAGTTTGTGTATGTGTGGGCGATGGAAATGCAAAAAGTAGACAGCACCCGGACTTCCCCGG 1200 
 
 
1201 TGGTCACCCACCCGAGTACTACCCGAGCTTGAGGCTGCTTAACTTCGCAGAGCGAACGGGAT 1262 

28S rDNAForward primer

Reverse primer

IGS 1

5S rDNA
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Fig. 1 DNA sequence of the intergenic spacer 1 (IGS1) of the red rot disease fungi Pythium sp. collected in Aichi prefecture.  The 

IGS1 regions of three strains were completely conserved.  Shaded boxes represent nucleotide sequences of 28S and 5S rDNA 

regions.  Arrows indicate the positions and direction of polymerase chain reaction primers.  The nucleotide sequence has 

been submitted to the DDBJ/EMBL/GenBank nucleotide sequence databases with the accession number AB254193. 


