
－7－

はじめに
　近年サツマイモでは、サツマイモ基腐病

（以下、基腐病）以外にも、サツマイモ茎
根腐細菌病（以下、茎根腐細菌病）などの
病害の発生が大きくなっている。茎根腐細
菌病は、茎や葉柄が軟らかく腐敗し、株全
体が萎凋、枯死する（図１A－D）。塊根
も軟らかく腐敗し、健全部との境界が黒褐
色になるといった基腐病と似たような症状
が見られる。さらに、圃場を俯瞰した時に
一見正常に見えても、株元を確認すると黒
く変色していることがある（図１E、１F）。
茎葉が繁茂する生育旺盛期には株の異常に
気が付きにくく、収穫期が近づき茎葉の育
成が衰える秋になって気が付くこともあ
る。仮に収穫時に発病している株が少な
かったとしても、収穫後の圃場や収穫・保
管中の種芋や苗に汚染が広まり、数年後に
サツマイモを収穫できないほどの被害に
なってしまうことがある。放置すると甚大
な被害が出るため、早期診断および適切な
防除対策が必要となってくる。
　茎根腐細菌病は基腐病と酷似した症状を
呈するが、異なる点も存在する。まず、基
腐病はカビ（Diaporthe destruens）が病因
となっているのに対して、茎根腐細菌病は
Dickeya属の細菌（Dickeya sp.）に感染す

ることにより発病する１）。感染拡大経路と
しては、基腐病は畝間感染するのに対して、
茎根腐細菌病はマルチ内感染が多いとの報
告もある。さらに、現在、茎根腐細菌病に
効果のある登録農薬はなく、基腐病に効果
のある薬剤であっても、茎根腐細菌病にほ
とんど効果がない。これらのことから、茎
根腐細菌病と基腐病は、病状は似ているが
異なる防除対策が必要である。
　これまで、茎根腐細菌病の診断には特定
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図１　�茎根腐細菌病。茎や葉柄、塊根が柔らかく腐敗し、
基腐病と似た症状が見られる。茎根腐細菌病に感
染をしたサツマイモの茎（A、B）と塊根（C、D）。（E）
黒く変色した株元（白矢印）。（F）圃場を俯瞰した
時には正常に見える。そのため、茎葉が繁茂する
生育旺盛期には株の異常に気が付きにくく、収穫
期が近づき茎葉の発育が衰える秋ごろまで気が付
けないこともある。
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のDNA領域を増幅させるポリメラーゼ連
鎖反応（PCR）検査法が用いられてきた。こ
の検査は、特殊な技術および設備が必要な
ため、手軽に検査を行い、検査結果を直ぐ
に知ることができないという問題点があっ
た。そこで、我々は茎根腐細菌病に対して
誰でも、どこでも、手軽に検査ができるイ
ムノクロマト検査キットの開発を行った。

イオノクロマトについて
　イムノクロマト法は、「抗原検査キット」
という名称で広く認知されている。病院等
だけでなく、新型コロナウイルスの抗原検
査や妊娠検査キットなど一般の人が薬局で
手軽に購入および検査できるキットも存在
し、様々なところで幅広く応用されている。
　イオノクロマト法の原理は、非常にシンプ
ルで「抗原抗体反応」と「毛細管現象」を
組み合わせたものである。調べたいサンプ
ルを検査キットに滴下し、約15分待つだけ
で目視による判定が可能であり、簡便かつ

迅速に欲しい結果を得ることが可能である。
　抗原を含むサンプル液をサンプルパッド
に滴下すると、標識抗体が含侵されたコン
ジュゲートパッドへ浸透し、パッドから標
識抗体を溶出しながらメンブレンフィル
ターへと流れていく（毛細管現象、図２）。
同時にサンプル中の抗原は、標識抗体と結
合して免疫複合体を形成する。毛細管現象
でメンブレンフィルターを移動する“標識
抗体-抗原”の免疫複合体は、メンブレン
上にライン状固定された抗原に結合する抗
体（捕捉抗体①）と結合して“標識抗体－
抗原－捕捉抗体①”の複合体を形成し膜状
にトラップされていく（テストライン）。
このトラップにより捕捉抗体①ライン上に
標識抗体由来の着色粒子が濃縮されたよう
な状態となり、目視でも呈色の判定が可能
となる。一方で、抗原が結合していない標
識抗体は、標識抗体に結合する抗体（捕捉
抗体②）が固定化されたラインまで流れて
いき“標識抗体－捕捉抗体②”を形成する

図２　�イムノクロマトの原理。
　　　�サンプルパッドに抗原入りのサンプルを滴下すると、コンジュゲートパッドに含侵する。標識抗体と抗原が結合し

ながらメンブレンパッドを毛細管現象により移動する。抗原が結合した標識抗体は、捕捉抗体①と免疫複合体を形
成し、テストライン上で視認可能となる。一方で、抗原が結合しなかった標識抗体は、そのまま捕捉抗体②のある
コントロールラインまで移動し、標識抗体と捕捉抗体②の免疫複合体となりコントロールラインが視認可能となる。
それ以外のものは吸収パッドまで移動する。
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（コントロールライン）。
　イムノクロマトの開発で最も重要なこと
は、検査対象（抗原）に反応する良い抗体
を取得することである。良い抗体を得られ
れば、正確に感度の良いキットを作製する
ことができる。さらに、抗原抗体反応の正
確性は、抗体だけでなく反応時間も大切で
ある。そこで、我々はキットを作製するに
あたり、Dickeya sp.に対する抗体の作製
およびイムノクロマトに使用する最適メン
ブレンの選定を行った。

抗体の作製
　Dickeya sp.に対する抗体は市販されて
いないため、イムノクロマトに必要な抗体
の作製を行った。霧島酒造株式会社より茎
根腐細菌病を発病したサツマイモから単離
したDickeya sp.の提供を受けて不活化し

（不活化Dickeya sp.＝抗原）、それをウサ
ギに注射し、ウサギにDickeya sp.に対す
る抗体を産生させた（免疫）。繰り返しウ
サギに免疫処理を行った後、血液採取を行
い血清分画からDickeya sp.に対する抗体
を得た。

標識抗体の作製
　コンジュゲートパッドに含侵させる標識
抗体は、作製した抗体に金コロイドを結合
させて作製した。金コロイドは、イムノク
ロマトに汎用されている色素である。金コ
ロイドと抗体の結合しやすさはpHに依存
的である。表１のように、金コロイドと抗
体を入れるバッファーのpHを6.0-10.0まで
ふり、OD520/580≧2.0（金コロイドが凝
集なく抗体が結合している条件）であるこ
とを調べ標識抗体作製の最適pHを調べ

た。その結果、バッファーのpH9.0以上が
適していることが明らかとなった。標識抗
体は、pH10.0のバッファーを用いて作製し
た。

メンブレンの選択
　メンブレンは流速（秒/40mm）の違いで
様々な規格が販売されている。イムノクロ
マト作製には、抗体同様に流速も大切になっ
てくるため、メンブレンの選定を行った。
　流速が速いとテストライン上での非特異
結合が抑制され正確性は高まるが、目的の
抗原抗体反応を示す抗体も減るため感度

（視認性）が悪くなる傾向にある。さらに、
粘性の高いサンプルが目詰まりしにくく、
色の濃いサンプルはバックグラウンドが低
く、テストライン上の標識抗体の色が確認
しやすくなるといった特徴も流速の速いメ
ンブレンにはある。一方で、流速が遅いと
テストライン上での抗原抗体反応を示す抗
体は多くなり感度が良くなる傾向にある
が、特異性が下がり偽陽性が出やすくなる
特徴がある。
　このようにサンプルの状態により適して
いるメンブレンが異なってくる。今回いくつ
か流速の異なる規格のメンブレンを試した
結果、茎根腐細菌病には流速が速めのメン
ブレンが適していることが明らかとなった。

表１　金コロイドと抗体を反応させたときの吸光度
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検査キットの試作
　選定したメンブレンやコンジュゲート
パット等を使用してイムノクロマトの試作
品を作製した。茎根腐細菌集菌液（約1.0
×1011cells/mL）を用いて正しくテストお
よびコントロールラインが観察できるかを
調べた。その結果、x10−５倍より濃い濃度
でテストラインを確認することができた

（視認限界濃度=茎根腐細菌集菌液x10−５、
図３）。明確なテストラインは、茎根腐細
菌集菌液x10−４の濃度で確認することがで
きた。テストラインの濃さは、集菌液の濃
度に依存的であった。このことは、サンプ
ル中の細菌数がイムノクロマト試験を行う
上で大切であることを意味し、実際の検体

（塊根、茎など）をどの部位からサンプリン
グするかが重要であることを示唆している。
　次に、茎根腐細菌病に感染および非感染

のサツマイモ株を使用してイムノクロマト
の試作を行った。使用したサンプルは以下
の通りである。ネガティブコントロールと
して、茎根腐細菌病・基腐病共に非感染の
サツマイモ株の茎と、茎根腐細菌病非感染・
基腐病感染のサツマイモ株の茎を使用し
た。ポジティブコントロールとして、PCR
検査にて茎根腐細菌病が陽性診断されたサ
ツマイモ株の茎（病変部位、病変部から
20cm離れた健全部位）および塊根（病変
進行部位）を使用した。その結果、ポジティ
ブコントロールのサンプルでのみテストラ
インを視認することができた（表２）。茎
根腐細菌病に感染し病変した部位から20 
cm離れた健全部位をサンプルとした時、
テストラインの濃さが視認限界に近かっ
た。実験結果（図３）から予測した通り、
サンプリング部位が重要であることが示唆
された。茎根腐細菌病に非感染・基腐病感
染の株からはテストラインの確認ができな
かった。さらに、茎根腐細菌病に非感染・
茎根腐細菌病以外のウイルス感染株でもテ
ストラインを確認することはできなかった

（データ非表示）。我々は、茎根腐細菌病感
染株と基腐病感染株の区別だけでなく、他
のウイルス感染株とも区別することができ
る信頼性の高いキットの開発に成功した。

サンプル採取部位の検討
　我々は、より精度高く茎根腐細菌病検査
キットを使用できるよう感染株を用いて最
適サンプリング部位の検討を行った。サン
プルとして、塊根（腐敗部、腐敗部より５
cm離れた部位）、茎（腐敗部、腐敗部より
５cm離れた部位、枯れた部位）を使用した。
その結果、腐敗部および腐敗部より５cm

図３　�茎根腐細菌集菌液を用いたイムノクロマトの検査
結果。上から順に展開液、茎根腐れ細菌集菌液
x10－５、10−４、 x10−３、10−２、10−１倍希釈溶液と
並ぶ。10−３希釈溶液よりも濃いサンプルにおいて、
テストラインがしっかりと視認可能であった。テ
ストラインの濃さは、集菌液の濃度に依存的であっ
た。メンブレンも詰まりなく、バックグラウンド
も低いことから、テストおよびコントロールライ
ンをしっかりと視認することができた。

　　　�①サンプルパッド、②コンジュゲートパッド、③テ
ストライン、④コントロールライン、⑤吸収パッド。
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離れた健全部位において、塊根・茎共にテ
ストラインを視認することができた（表
３）。ただし、腐敗部より５cm離れた健
全部位では、テストラインが腐敗部よりも
薄かった。感染部位から20cm離れた健全
部のサンプル（表２）では、５cm離れた
部位よりも著しくテストラインの視認が困
難であったことから、腐敗部からの距離は
サンプル採取において大切であると考え
る。感染株でも枯れてしまった部位では、
テストラインを視認することはできなかっ
た（表３）。枯れた部位では生存している
Dickeya sp.が著しく少なく検出限界以下
になっていると考えられる。
　我々が茎根腐細菌病に感染したサツマイ
モ株の様々な部位を用いてイムノクロマト
検査を行った結果、サンプル採取には以下
の注意が必要であると考える。まず、枯れ
た部位からのサンプル採取は行わない。腐
敗部位や腐敗部位から少し離れた部位での
検査は可能であったが、腐敗が進行しすぎ
た部位ではサンプルの粘性が高くメンブレ
ンが詰まったり、メンブレン内で流速が遅
くなることで偽陽性が出てしまう可能性が
あることから避けることを推奨する。一方

で、腐敗部より離れすぎてしまうと細菌数
が少なくテストラインの視認が難しくなる
ため、腐敗部より10 cm以内の部位をサン
プルとして使用していただきたい。
　これらのことから、イムノクロマト検査
における最適サンプル採取部位は、茎根腐
細菌病に感染したサツマイモ株の腐敗部位
と健全部の境界であると我々は結論付けた

（図４）。

サツマイモにおける茎根腐細菌病検査キッ
トの広がる可能性
　本キットの開発により、従来の特殊な技
術や環境が必要だったPCR検査と異なり、
誰でも手軽に検査できるようになった（図
５）。それにより、サツマイモの茎根腐細
菌病と基腐病を早期に判別可能となった。
茎根腐細菌病は土壌中にも存在しており、

表２　サツマイモ株を用いたイムノクロマトの結果

※＋：陽性、−：陰性
※圃場採集株は、茎根腐細菌病をPCR検査にて陽性確認
株を使用

表３　�茎根腐細菌病感染株における最適サンプル採取部
位の検討

図4　�サンプル採取最適部位。茎根腐細菌病に感染した茎
（A）と塊根（B）の写真。サンプリングの最適部位は、
腐敗部位（オレンジ点線）ではなく、腐敗部と健全
部の境界部位（青実線）が最適であった。
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翌年の作付け前の検査を実施することで感
染抑止に繋がる可能性がある。現在、我々
は土壌中のDickeya属の細菌も検査できる
ように本キットの改良を進めている。
　さらに、本キットはサツマイモ以外にも
役立つ可能性がある。茎根腐細菌病の病因
であるDickeya属の細菌は、サツマイモ以
外のジャガイモ（萎凋細菌病、黒あし病）
やサトイモ（立枯細菌病）でも病気を引き
起こすことが知られている。さらに、モモ、
リンゴ、ナシ、イチゴ、マンゴーなどでも
病気を引き起こすとの報告がある。今回、
我々が開発した検査キットは、予備試験に
おいて、種が同定されていない、若しくは
異なっていたとしてもDickeya属全般の細
菌を検出することを示唆する結果を出して
いる。このことから、我々が開発したキッ

トは、サツマイモにとどまることなく、色々
な植物においてDickeya属が原因である病
気に利用できると期待される。
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図5　�サツマイモ茎根腐細菌病検査キット。（A）検査キット一式。①検査用プレート、②処理用チューブ（処理液入り）、
③説明書、④フィルター付きスポイトキャップ。（B）処理用チューブにサンプルを入れ、フィルター付きスポイト
キャップをして軽くチューブを揉みスポイトの先から検査プレートにサンプル液を滴下するだけで検査が可能であ
る。
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