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試験研究用 製品説明書 version 4.0.0

DryADD™

サツマイモ基腐病検出 LAMP キット
Code No. DR-010-01

【はじめにお読みください】

このたびは、DryADD™ サツマイモ基腐病検出 LAMP キットをお買い上げいただき、誠にありがとうござ

います。この製品説明書をよくお読みの上、正しい方法で試薬を使用してください。

使用上の注意 

1. 本キットは、LAMP 法を用いてヒルガオ科植物に感染する糸状菌 (カビ) の一種である Diaporthe 
destruens （旧学名； Plenodomus destruens） を検出することにより、サツマイモ基腐病の検査を行

うための試験研究用試薬です。医療行為および臨床診断等の目的では使用できません。

2. 本キットの保存方法は、【製品内容】 (3 ページ) に記載していますのでご確認ください。各試薬は適

切な条件下にて保存し、製品ラベルに記載された有効期限 (Exp. date) 内に使用してください。

3. 本キットを使用する際は、この製品説明書の記載内容に従ってください。記載内容と異なる使用方法

および使用目的により発生するトラブルに関しましては、株式会社ニッポンジーンでは一切の責任を

負いかねますので、あらかじめご了承ください。

4. 本キットによる判定結果を二次利用する場合は、必ず使用者の責任の下で行ってください。製品性能

の異常によって発生するトラブルの場合を除き、株式会社ニッポンジーンでは一切の責任を負いかね

ますので、あらかじめご了承ください。

5. 検査環境の汚染を防ぐため、LAMP 法反応後サンプルおよび Dd 陽性コントロールの電気泳動法等

による操作やオートクレーブ高圧滅菌処理は行わないでください。

6. 本キットに含まれていない化合物を併用する場合は、使用する化合物の危険性に関して十分な知識

が必要です。また、本キットに含まれている試薬に他の化合物を混合しないでください。本キットの安

全な取り扱いについては株式会社ニッポンジーンホームページにて安全データシート (SDS) を公開

していますので、ご参照ください。

株式会社ニッポンジーン； https://www.nippongene.com/kensa/list.html 

7. 本キットは食べ物ではありません。飲み込んだり、目に入れたりしないようご注意ください。検査中は

皮膚等に試薬が触れないよう、白衣、手袋等で身体を保護してください。

8. LAMP (Loop-mediated Isothermal Amplification)法は、栄研化学株式会社により開発された日本産の

等温遺伝子増幅法です。
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検査環境

LAMP 法は高感度な DNA 増幅技術であるため、検査環境に LAMP 反応後の増幅産物等、鋳型となる

核酸の汚染が発生すると、以降正確な検査を行うことが困難になります。サンプルの取り扱いにおいては、

作業用の着衣および器具への付着に十分注意し、着衣の交換を徹底してください。以後の検査における

誤判定を防止するため、使用済みのチップ、チューブ、検査後サンプルは二重にしたビニール袋にまとめ

て廃棄してください。また、LAMP 反応後の増幅産物の電気泳動等による操作およびオートクレーブ高圧

滅菌処理は行わないでください。

核酸抽出および核酸増幅を実施していない (核酸による汚染が存在しない) クリーンベンチあるいは作

業台を試薬調製作業区域とし、マスターミックスは試薬調製作業区域にて作製してください。試薬調製作

業区域では LAMP 法において鋳型となる核酸を含む溶液、試薬類の取り扱いは行わないでください。マス

ターミックスへのサンプル添加を行うスペースは試薬調製作業区域と区分し、専用の核酸取扱区域を設け

てください。

 核酸除去操作

器具は常に清潔に保ってください。洗浄が可能である器具は大量の水道水でよく濯ぐことにより、付着し

た核酸を希釈、除去できます。

高濃度の核酸を取り扱った場合など、核酸による汚染が疑われるような場合には、1%次亜塩素酸ナトリ

ウム水溶液を用いて検査環境中に存在する核酸の除去操作を行います。次亜塩素酸ナトリウム水溶液

は塩素ガスを発生するので、使用の際には換気に十分注意してください。また、金属に対する腐食性があ

るため、金属に対して使用する際は、迅速に塩素成分を拭き取る等の対応が必要です。高温環境下にお

ける劣化が著しいため、1%水溶液調製後の経過日数や保存温度に注意してください。

非金属の器具は次亜塩素酸ナトリウム水溶液に 1 時間以上浸し、よく濯いで乾燥します。作業台、器具

は常に清潔に保ち、定期的に次亜塩素酸ナトリウム水溶液による拭き取り清掃を行います。

＜詳細な核酸除去方法＞

i) 使い捨て手袋を装着します。

ii) 有効塩素濃度 10,000 ppm (1%) の次亜塩素酸ナトリウム水溶液を準備します。

iii) 次亜塩素酸ナトリウム水溶液を含ませたペーパータオルで作業台、器具を丁寧に拭き、5 分間そのま

ま放置します。

iv) 5 分間の処理が終了したら塩素成分をペーパータオルで拭き取り、その後、蒸留水等核酸の混入が

ない水を含ませたペーパータオルで確実に塩素成分を除去します。
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【検査手順】

※下記工程 (A, B, C) の内、核酸の混入による誤判定を防ぐために、

「鋳型 DNA を調製 (A, B) する部屋」と「検査溶液を調製 (C) する部屋」を分けて実施してください。

※各工程の同時進行は避け、A→B→C の順に実施してください。

※各工程を実施する際は手袋を着用し、次工程に入る前に新しい手袋に付け替えてください。

工程 A： サツマイモからの DNA サンプル調製

抽出試薬の準備

A-1. 以下のチューブを準備します。

① 0.5 N NaOH 150 µL が入った 1.5 mL チューブ： 検体と同数 

② 100 mM Tris-HCl (pH 8.0) 150 µL が入った 1.5 mL チューブ： 検体数+追加 1 本

※追加した 100 mM Tris-HCl (pH8.0) は「Dd 陰性コントロール溶液」とします。

サツマイモ検体の採取 

A-2. カミソリを使って検体の植物から 0.2 x 1 cm を切り出し (厚さ 0.1～0.2 cm)※1、①に入れます。

(サンプルが複数ある場合は、その都度、手袋・カミソリを交換します。)

DNA 抽出

A-3. チューブ内の植物体をペッスルで磨砕し、16,200 x g で 5 分間常温にて遠心します。

A-4. 上清 15 µL を回収し、②に加えた後、ボルテックスミキサーにて数秒間撹拌し、

スピンダウンします。

A-5. 1 µL を LAMP 反応の「DNA サンプル」として使用します。

工程 B： Dd 陽性コントロール溶液の調製

試薬の溶解 

B-1. Dd 陽性コントロールを取り出します。

※チューブを取り出した後、試薬の吸湿を避けるため、残りの試薬は直ちに元のアルミパックで

密封してください

B-2. 上記チューブに Dd 陽性コントロール溶解液 10 μL を添加した後、スピンダウンをします。

※乾燥化された Dd 陽性コントロールはチューブの底部に付着 (赤色試薬) しているため、

Dd 陽性コントロール溶解液と確実に接触させてください。

B-3. 室温で 5 分間、静置します。

B-4. タッピングあるいはボルテックスした後、スピンダウンし、「Dd 陽性コントロール溶液」とします。

※1： 切り出し部位について

【塊根】

・外観で腐敗が認められる場合: 腐敗して柔らかくなっている部分を用います。

・腐敗が認められない場合: いもの基部 (つるに繋がっている側) を厚さ約 1 cm の輪切りにし、

内部で腐敗が疑われる部分 (腐敗していなければ中心部分) を用います。

【つる】

・外観で黒色～黒褐色の変色が認められる場合: その部分を用います。

・変色が認められない場合: 地際部を用います。
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工程 C： 検査溶液の調製と LAMP 反応

試薬の準備

C-1. ピンセットを用いて Dd 検出用乾燥試薬を必要本数 (検体数+コントロール数) 取り出します。

※チューブ上方に乾燥試薬が付着していた場合には、チューブを軽く振って乾燥試薬を

チューブ底に落としてから、アルミブロックあるいはプレートラックに立て、氷上に静置します。

※試薬の吸湿を避けるため、残りの試薬は直ちに元のアルミパックで密封してください。

C-2. Dd 試薬溶解液、ミネラルオイルを取り出します。チューブをタッピングあるいはボルテックス 

ミキサーにて 1 秒間 x 3 回の撹拌により混合し均一にした後、スピンダウンを行います。

検査溶液の作製 

C-3. Dd 検出用乾燥試薬のキャップを開け、Dd 試薬溶解液 24.0 µL を添加して、キャップを閉じます。

2 分間静置して、乾燥試薬を溶解させます。これを検査溶液とし、氷上に静置しておきます。

※乾燥試薬と試薬溶解液の間に気泡が見られる場合には、スピンダウンにより気泡を除去し、

乾燥試薬と試薬溶解液が確実に触れる様にしてください。

DNA サンプルの添加 

C-4. 陰性コントロール用チューブに Dd 陰性コントロール溶液を 1.0 μL 添加してキャップを閉じます。

次に、サンプル反応用チューブに DNA サンプルを 1.0 μL 添加してキャップを閉じ、

最後に、陽性コントロール用チューブに Dd 陽性コントロール溶液を 1.0 μL 添加して

キャップを閉じます。

※蒸発による検査溶液の濃縮が起こると検査反応の効率が著しく低下しますので、必要に応じて

ミネラルオイルを 20.0 μL 添加してください。インキュベーター (恒温器) として、

ホットボンネット機能を有するサーマルサイクラーを使用する場合には、

ミネラルオイルの添加は不要です。

※ミネラルオイルを添加する場合、必ず乾燥試薬の溶解を確認した後に実施してください。

溶解前の乾燥試薬にミネラルオイルが触れた場合、乾燥試薬が不溶化することがあります。

検査反応

C-5. 全てのキャップを閉じた状態で転倒混和して均一にした後、スピンダウンを行い、

インキュベーター (恒温器) を用いて 65˚C で 40 分間、保温します。

※混合の際は気泡が発生しないよう、ボルテックスミキサーによる撹拌は行わないでください。

C-6. 80˚C で 2 分間の熱処理により、検査反応を停止させます。

サンプルの判定 

色の変化の有無を確認してください。陽性の場合は検査溶液が鮮明な黄緑色に変化し、

陰性の場合は淡い赤色のまま変化しません。色の変化が認められる場合、サンプル中に目的の検体

が存在する可能性があります。この発色は蛍光に由来しているため、UV を照射することでより正確な

判定が可能です。この場合は、別途 UV 照射装置 (波長: 240-260 nm あるいは 350–370 nm) および

ゴーグルあるいはフェイスシールドが必要になります。

コントロールを使用されている場合は、最初に陽性コントロール検査溶液が鮮明な黄緑色に変化し、

陰性コントロール検査溶液は淡い赤色のまま変化していないことを確認してください。

これを満たしていない場合は検査結果を無効とし、原因を追究してください。

重要

本キットの判定結果に関わらず、Diaporthe destruens の感染が疑われる場合には、お近くの植物病院 

(例: 東京大学 植物病院®) までご相談ください。




