
［成果情報名］LAMP-FLP 法によるイネいもち病菌の薬剤抵抗性検定技術 

［要約］TE バッファーの入ったチューブに葉いもち病斑を入れ、激しく上下に振るだけの

簡易な DNA 調製液を用いた LAMP-FLP 法により、イネいもち病菌に対する QoI 剤お

よび MBI-D 剤の薬剤抵抗性検定ができる。 
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［背景・ねらい］ 

殺菌剤の使用は病害防除の根幹である一方、病原菌の薬剤抵抗性の発達は、殺菌剤の

使用とは切り離せない課題であり、その管理が重要である。各都道府県では、どのよう

な病害に対して抵抗性が発生しているかを検定（モニタリング）しているが、検定にお

ける人員不足や検定に関するノウハウ不足が課題である。 

抵抗性検定には、PCR 法を使った遺伝子診断技術が活用されているが、PCR 法より簡易

な遺伝子診断技術である LAMP-FLP 法を用いた薬剤抵抗性検定技術をイネいもち病菌を

対象に開発する。さらに PCR 法では困難な病斑を直接検定することについて、阻害物質

の影響を比較的受けにくい LAMP-FLP 法での利用技術を開発する。 

 

［成果の内容・特徴］ 

１． DNA 調製液は、TE バッファー（pH8.0）400μl を 1.5ml 容チューブに入れ、葉いも

ち病斑（約 1.5cm）を添加後（早野ら,2015）上下に激しく振るのみで得られる（図１）。 

２． 耐性変異の検出は、LAMP-FLP 法により、耐性変異の SNP 領域にハイブリダイズす

るクエンチャープローブを用いた会合曲線解析で行う。  

３． LAMP 反応は、蛍光色素を測定解析できる LAMP 法用測定装置 LF-8 または GenieII

（株式会社ニッポンジーン）を用いて、65℃で 30 分反応させる。 

４． 1secPCR 法（Hayashi et al 2015）で QoI 剤抵抗性を判定済みの菌糸培養乾燥ろ紙片を

用いて試験したところ、会合曲線解析における蛍光値ピークの 2 群間（R と S）の温

度差は 4.6℃（95％信頼区間 4.2〜5.0℃）となり、本法で正確に抵抗性を判定できる

（図２）。葉いもち病斑を用いて試験したところ、温度差は 4.3℃となり、本法で実

用的に抵抗性を判定できる。 

５． 同様に、MBI-D 剤についても、菌糸培養乾燥ろ紙片を用いて試験したところ、会合

曲線解析における蛍光値ピークの 2 群間（R と S）の温度差は 4.4℃（95％信頼区間

4.0〜4.9℃）となり、本法で正確に抵抗性を判定できる。葉いもち病斑を用いて試験

したところ、温度差は 4.3℃となり、本法で実用的に抵抗性を判定できる。 

６． LF-8 を用いて反応を行うと、QoI 剤および MBI-D 剤それぞれ自動判定が可能である

（図３）。 

 

［成果の活用面・留意点］ 

１．葉いもち病班は、採取後乾燥させたものを用いる。  

２．LAMP 法用測定装置 LF-8 を用いる場合、外気温度によって、会合曲線解析における蛍

光値ピークの 2 群間（R と S）の温度閾値が変化する。本研究成果は外気温度 18℃で

行った試験である。  

３．本成果は QoI 剤で 95％（n=65）、MBI-D 剤で 97％（n=34）と高率の判定結果であっ

たが、一部反応しない場合があることに留意する。  




