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坊主不知ネギのＤＮＡによる品種識別
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Ｉ緒 言

千葉県は根深ネギの主産地であり、作物統計によれば

作付面積が2,510ha、収穣盆は67,300tで全国第一位の生

産量である。千葉県の特産である坊主不知ネギは難抽台

性の栄養繁殖性根深ネギであり、通常の稲子繁殖性根深

ネギの端境期にあたる５～６月に出荷され根深ネギの周

年安定生産に寄与している。千葉県農業試験場（現千葉

県農林総合研究センター）では坊主不知ネギの品種開発

に取り組み、2000年には病害に強く安定して抽台の少な

い品種「夏婦人』及び「五月姫」を、2004年には「足長

美人」を育成した（町田、２００３；桑田ら、2006)。今後、

「千葉ブランドＪの１つとして高品質の坊主不知ネギの

栽培が期待される．

近年、世界的な産地間競争の激化に合わせて地域独自

の品種開発やブランド化が進展する一方で、品種の不正

流通や偽装表示を抑止し、品菰の育成者権を保識する必

要性が高まってきた。このため、形態的特徴のみに頼る

のではなく客観的・科学的かつ高精度に品菰を判別する

方法として、遺伝情報を利用したDNAマーカーによる品

種識別技術が重要視されるようになった。2003年には農

林水産省品種登録情報ページにおいて『植物のDNA品種

識別についての基本的留意事項」が公開され、イネ（大

坪ら、2005）を始め多くの作物においてDNAマーカーが

開発された。千葉県においても「千葉ブランド」として

県産品のブランド化を進めるにあたり、DNAによる品種

識別技術を重要視し、新品粗開発と同時に品種識別技術

の開発を進めている（小原ら、2007)。中でも、１０塩基

程度の短いランダムプライマーを用いて多型を探索する

RAPD法により品種間多型を検出し、さらにプライマー

を延長する（以下、STS化とする）ことにより再現性を

高めたDNAマーカーであるRAPD-STSマーカーは、開発

が比較的容易であることからしばしば品種識別に利用さ

れている（足立、1999)。
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栄養繁殖性である坊主不知ネギについてもDNAマーカ

ーを有することにより品種の不正流出の防止効果が期待

される。そこで、「足長美人」及びその他の坊主不知ネ

ギのRAPD-STSマーカーによる識別技術を開発したので

報告する。・

本研究は新品種開発スピードアップ事業「新品稲現地

定蒋スピードアップ技術の開発｣の一環として実施した。

本研究を遂行するに当たり、育種研究所野菜緑化育稲

研究室の鈴木秀章氏には材料の提供とともに多くの助言

をいただいた。ここに記して深く感謝の意を表する。

Ⅱ材料及び方法

１．供試材料

材料として新品種「足長美人」を含む坊主不知品種３

品稲、在来系統及び交雑育成系統12系統を農林総合研究

センター育種研究所から譲り受け供試した（第１表)。

比較として、種子繁殖性ネギ「吉蔵」（武蔵野種苗圃）

を植物工学研究室の網室で栽培し供試した。DNAを抽出

する直前にこれらのネギの葉身を0.59、また、根及び総

包（『吉蔵」のみ）0.19を採取しDNA抽出に用いた。

２．DNA抽出の容易な部位の選定と抽出方法の改良

ネギは、葉内部のゼリー状物質に見られるように、植

物体または組織内に多糖類を非常に多く含み、この多糖

類によるDNAの抽出阻害が予想された。このため、あら

かじめ｢吉蔵｣を用いて、莱身、根、総包の中からDNA抽

出に適した組織を選定した。これまでにネギのDNA抽出

には､iDNA抽出キット「NucIGonPhytopurcj〈GEへルス

ケア社、以下、Phytopureとする）が用いられ、良好な

結果が得られたことから（Oharaetal、2005)、Phytopu礎

を用い、以下のようにしてDNAを抽出した。

葉身0.59,根及び総包0.］gを、洗浄用緩衝液（0.35Ｍ

ソルビトール、１０％ポリエチレングリコール（6000)、

２％２‐メルカプトエタノール、0.1Ｍトリス塩酸（ｐＨ

8.0)）１ｍLとともにペッスルですりつぶし、これを遠心

分離して水溶性多糖類を含む上澄み液を除去することで

組織を洗浄した。洗浄回数は１回または２回とし、ＤＮＡ

の純度から適当な洗浄回数を決定した。この洗浄した組

織からPhytopureによりDNAの沈殿を得た。なお、洗浄










