
千葉農総研研報（Bull・ChibaAgric､Res,Cent.）６：117-124（2007）

回
千葉県水稲奨励品種のDNAによる識別方法
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日本農林規格及び食品の品質表示基準を定めた「農林

物資の規格化及び品質表示の適正化に関する法律（JAS

法)」が2000年に改正され、国内を流通する精米について

は、産地、品種、産年、精米年月日、内容量を表示する

ことが義務付けられ、違反者に対する公表の迅速化や罰

則強化の措置も設けられた。これに対し水稲の生産流通

現場では、種子生産から栽培、出荷にわたって、品種の

厳密な管理や信頼性が強く求められるようになった。

一方で、激化する産地間競争のなかで、いわゆるブラ

ンド米や県独自の品種開発が盛んに行われるようになり、

これらの権利保護の必要性も高まってきた。

このような背景から、気象などの外的要因に変動する

ことなく、科学的な観点から品種を判別する方法として、

DNAの遺伝情報を利用した技術が注目されるようになっ

た。

水稲では大坪ら（2002）の開発した「コシヒカリ判別

キット」（特願平13250308）が市販され、「コシヒカリ」

と他の主要品種との識別や、「コシヒカリ」に混入した異

品種の検出が可能となった。このキットによって、３３府

県の「コシヒカリ」間で識別パターンに差がないことが

確認されており、信頼性の高い方法として定着しつつあ

る。本県の生産現場においても、このような方法を取り

入れて、品種の確認に活用したいとの要望が出された。

しかし「コシヒカリ判別キット」は、「コシヒカリ」

と「コシヒカリ」以下に位置する1999年産の国内作付け

上位49品種との識別を目的に開発されたものであり、こ

の49品種に該当しない本県の育成品種や濡品種などの識

別パターンについては不明であるため、これらを明らか

にする必要があった。また、混入した異品種の検出限界

については言及されておらず、これらの事項を確認し、

本県での品種識別や混入検出に対応できる技術とする必
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要があった。さらに、大坪らの方法では検出に用いる

DNAの抽出方法について、作業手順の煩雑なCTAB法を推

奨しており、直ちに生産現場で利用することは難しいと

考えられた。そこで、このような技術をもとに、本県水

稲の種子生産から集出荷までの場面で活用できる、簡便

で確実な識別方法を確立したので報告する。

本研究の実施に当たり、独立行政法人農業・食品産業

技術総合研究機構食品総合研究所大坪研一博士にはプラ

イマー情報の提供などの御協力とアドバイスをいただい

た。ここに記して感謝の意を表す。

Ⅱ材料及び方法

１．供試品種

千葉県の2005年度奨励10品種に、新品種「ゆめかなえ」

及び育成した有望系統「千葉濡23号」を加えた下記の１１

品種１系統を供試した。すなわち、水稲梗では「はなの

舞い｣、「ふさおとめ｣、「初星｣、「ちば28号｣、「ひとめぽ

れ｣、「コシヒカリ｣、「ゆめかなえ｣、水稲桶では「ヒメ

ノモチ｣、「ツキミモチ｣、「千葉濡23号｣、陸稲橘では「ト

ヨハタモチ｣、酒造好適米では「総の舞」である。

奨励品種のDNA抽出用サンプルは、育種研究所水稲育

種研究室成東育成地（山武市）で1998年～2005年に採種

された原原種とした。新品種及び有望系統のDNA抽出用

サンプルは、育種研究所水稲育種研究室(香取市)で2005

年に採種された原種とした。抽出には、これらの種子か

ら調整した玄米及びこれらの種子から栽培した葉身を用

いた。精米については、主に抽出量を確認するための実

験であるため、品種が明確な市販品を用いた。

品種判別キットなどの試薬

唖T回
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ＤＮＡ抽出 ＰＣＲ

篭気泳動

第１図品種識別作業のながれ

一団
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２．DNAの抽出

品種識別作業のながれを第１図に示した。玄米及び精

米からDNAを抽出する方法として、市販キットである

「NucleonPhytopure」（AmershamBiosciences製、以下

「Phylopure」とする)、「lsoplanlⅡ」（ニッポンジーン

製）及びCTAB法の３方法を試験した。ＣTAB法は、抽出時

間や検出の良否を比較するために行った。

DNAの抽出は、玄米及び精米１粒で判定を行う場合は、

１粒ずつ乳鉢で粉末にしたものを全量使用し、多粒で判

定を行う場合は、２０粒程度を粉末にし、そのうち0.19を

１サンプルとして抽出した。これに、各方法で使用する

抽出バッファー及び耐熱性α一アミラーゼ（Bacj"2ｨｓ

/ｊｃﾙe"j/bmlis由来、SIGMA製）４０mg／ｍｑ溶液を８“混合

し、以降は各キットの操作手順に従った。

それぞれの方法で得られた沈澱を、RNase（ニッポンジ

ーン製）１０mg／mQを含むl／lOTE率15～2Quqに溶解し、３７

℃で30分間の温度処理をした後４℃で保存した。

葉身からのDNA抽出については、液体窒素で凍結させ

た成葉０．１９を乳鉢で粉砕し、「Phytopure」により抽出し

た。沈澱は玄米DNAサンプルと同様の溶液30皿に溶解し、

37℃で30分間温度処理した後に４℃で保存した。

DNAの収量については、溶液のうち１～２“qを0.8％

アガロースゲルで電気泳動し、既知濃度の入ファージ

DNAと比較して算出した（ミニゲル法、RiceGenome

ReserchProgram、2000)。

＊ＴＥ：１ⅡlMTris-lICl(pH8.0)、0.1,ＭＥＤＴＡ

（pH8.0）

３．PCRによる識別バンドの検出

識別バンドの検出には、「コシヒカリ判別キットＩ，

Ⅱ｣、「北海道61」（TAKARA製）のSTS化プライマーセット

を使用した。また、大坪ら（2003）によるSTS化プライマ

ー（A６，Ａ７，Ｂｌ、Ｇ４，Ｇ28,Ｊ６，Ｐ５、Ｔｌ6)、中村ら（2004）

による同プライマー（NK4、Prol3FN)、（独）食品総合研

究所（2005）の報告にある同プライマー（B7、Ｐ３）の１２

種類を（株）インビトロジェンにおいて合成して用いた。

抽出したDNA溶液のうち、玄米及び精米では0.1～5ｕ０，

葉では0.05～0.1“０を鋳型とし、これらをPCRの反応試

薬とともに氷上で混合した。反応は１サンプル当たり10

又は20ｕＱの液量とし、「コシヒカリ判別キット」の試薬

及び温度条件でGcncAmpPCRSystem9700（ABI製）により

行った。

得られたPCR産物のうち10似Ｑを2％アガロースゲルに

電気泳動（ミューピッド、アドバンス製）した後、ｌ似

g／ｍＱエチジウムブロマイドで20分間染色し、プリント

グラフ（ATTO製）によりゲルを紫外線照射して、識別（
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ンドを検出した。

４．混入異品種の検出

「コシヒカリ」に混入した異品種の検出限界を明らか

にするため、「コシヒカリ」に「ふさおとめ」を混合した

玄米粉末からDNAを抽出し、「コシヒカリ判別キットⅡ」

でPCRを行った。「ふさおとめ」の混合割合は、重量で０．１，

０．２，１，２、及び５％とした。

Ⅲ結果及び考察

１．DNAの抽出方法

DNAで品種識別を行う場合、鋳型となるDNAの純度が

PCRの結果に大きく影響するため、DNA抽出方法の検討は

重要である。またこの試験では、生産現場で活用するこ

とを念頭に漣き、簡便かつ低コストである方法を検討す

ることとした。ＣTAB法は、「コシヒカリ判別キット」にお

いて推薦されている方法であるが、試薬調整が必要なこ

とや作業が煩雑であることなどから、これに代わる方法

を検討するため、２種類の抽出キットを選定し比較した。

玄米からDNAを抽出する方法を選定するにあたり、ま

ず「Phytopure」のプロトコールに従って抽出を試みたと

ころ、多糖類と思われる白色沈澱が生じてDNAの抽出を

阻害する傾向がみられ、特に濡品種で著しかった。この

ため、大坪ら（2001）が飯米のDNA抽出に効果を上げてい

る「酵素法」を参考に、「Phytopure」で耐熱性α－アミ

ラーゼ処理を試したところ、多糖類の沈澱は生成されな

くなった。また、沈澱が生じたサンプルではPCRにおけ

る増幅が不良となることが多かったが、この処理により、

常に安定した増幅が得られるようになった。よって、以

降の玄米･精米のDNA抽出試験には、すべてα－アミラー

ゼ処理を行うこととした。この結果、玄米１粒から

lOOng前後のDNAが比較的安定して得られた。一方、精米

１粒では20ng前後とDNAの収量が低く、バンドが検出で

きなかったサンプルもあるなど、方法よりもサンプル間

によるばらつきの方が大きかった。

DNA溶液の状態では、「IsoplanlⅡ｣の溶液に、玄米、精

米ともにやや粘りがみられ、電気泳動後も溶液の一部が

ウエルに残る場合が多かった（第２図)。

８サンプルの抽出にかかる時間を比較すると、ＣTAB法

が６時間程度で最も長く、次いで「Phytopure」が４時間

程度、「lsoplantⅡ」が３時間程度であった。

それぞれの方法で抽出したDNAが、PCRで正しくバンド

を増幅できるかどうかを、４本すべての識別バンドが検

出される「ひとめぼれ」を供試して調査した。また、投

入する鋳型DNA溶液の量を、０．１～５以０まで増やし、不
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純物の影響を調査した。その結果、第１表及び第３図に

示したように、雄も良好な増1幅を示した方法はCTAB法で

あり、すべての区でバンドが正しく検出された。また

「I)hyl()I)ure」では、鋳型l)NA量が玄米で0.2～２/４０、精

米で１～２“の範|ﾙ1で'［しく検出されたが、これ以外

の範囲では検出されないバンドが生じた。一方、

「1s()plantⅡ」ではすべての区で検出されなかった。

これらの結果から、抽出時間はやや長いが、PCR結果が

良好な「Phl･toI〕urP」を採用することとした。ただし、こ

の方法で玄米と精米から明瞭なバンドを検出するために

は、投入城に注意が必要となる。すなわち不純物の混入

を防ぐため、溶液量をできるだけ控え、かつ鋳型として

不足しない雌（ｌ～２'19以上)とすることである。

具体的には、まずコメ１粒から、α一アミラーゼ処理

を加えた「l〕hytoI)ure」でDNAを抽||｝し、１５“の溶液と

して調整する。このDNA溶液を、玄米１粒では0.5～ｌ/ＬＬ

、、精米１粒では１“投入し、Ｉ()又は20/LL、容量でl)ＣＲ

を行うことを、品種識別に使用するDNAの抽出条件とし

玄米
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第２図抽出キット及びC1,AB法で抽出したコメ１粒l)NAの電気泳動像

「ひとめぽれ」のコメ１粒から1111出したI)NA溶液l”lのうち、２/４１を泳助した。レーンの稀))は、鋪l表のサンプルN().と対応する。ノｒ２から、Ｉ)),l(),〕,,r(’
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第３図DNA抽出方法及び鋳型l)1Ｗ１ｔの違いが「コシヒカリ判別キットＩ」のI)CRに及ぼす影響

鋳型l):Ｗｌｔとして、１：０．１“、２：０．２雌１，３：０．５腿１．４：ｌ以１，５：２１４１，６：５ﾉﾑＩ、反応総'１tをｌＯＩ４１とした

Ｍ１２３４５６７ ８ ９ １ ０ Ｍ Ｍ １ １ １ ２

２．識別パターンの確認と識別方法

各品種の識別パターンを決定するため、原原種又は原

種の葉及び玄米から抽出したDNAを使用し、「コシヒカリ

判別キットＩ、Ⅱ」の７種類のプライマーセットによる

PCRを行なった。この結果、「ふさおとめ」と「ちば28号」

が同一パターンであり、両者は識別できないことが明ら

かとなった。しかし、その他の９品種ｌ系統については

相互に識別することが111能であった（第２表、第４図)。

「ふさおとめ｜と「ちば28号」を識別するため、さら
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た。この条件により、第４図のような明瞭な結果が安定

して得られるようになった。ＤＮＡ抽出からPCRに至るまで

の、これらの条件については、プロトコールの概要を第

５図にまとめた。
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６：「コシヒ

に大坪ら（2003)、中村ら（2004)、（独）食品総合研究所

（2005）の報告にある単独のプライマーや「北海道61」

（TAKARA製)のプライマーセットでPCRを試した。この結

果、「北海道61」において、「ちば28号」に明瞭な識別バ

ンド（l500bl〕）が検出され、このバンドの有無で、両者

を誠別することができた（第２表、第６図)。なお、同一

品穂の葉と玄米の識別パターンはすべて一致した。

これらの結果から、以下の確立した手順により、本試

験に供試した11品種１系統を識別できることを明らかに

した。すなわち「コシヒカリ判別キット」で「ふさおと

め」と「ちば28号」以外のlOIliMilil系統を判定する。「ふ

さおとめ」のパターンを示したサンプルについては、さ

らに「北海道61」でバンドが検出されたサンプルを「ち

ぱ28号」と判定することができる。

衝ｺーュ

第４Ｍ「コシヒカリ判別キット」による2005年度奨励品樋及び新品種・系統のDNA識別パターン

コシヒカリ判別キットＩ、写真下：コシヒカリ判別キットⅡ写真上：コシヒカリ判別キットＩ、写真下：コシヒカリ判別キットⅡ

Ｍ：サイズマーカー（200bpラダー)、１：「はなの郷い｣、２：「ふさおとめ｣、３：「ちば28場｣、４：「初星｣、５：「ひとめぽれ｣、

カリ｣、７：「ヒメノモチ｣、８：「ツキミモチ｣、９：「トヨハタモチ｣、１０：「総の郷｣、１１：「ゆめかなえ｣、１２：「千葉緋23号」
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第２表STS化プライマーセットによる千葉県奨励品種及び新品種・系統の識別パターン
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ちば２８号

初星
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ヒメノモチ

ツキミモチ

千葉濡23号

トヨハタモチ
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＋

内の数字は畑幅領域の大きさ（bp）を示す

:バンド有り，一：なし
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１．１サンプルにつき｢Phytopure」試薬１を600以ｊとα一アミラーゼ溶液(40mg/mノ）

８皿を混合する。

，|Ｉ

注ｌ）（）

２）＋

第５図

1２１

２．粉状のサンプル(0.19又は１粒）をチューブに入れ、上記の試薬１を608α/及び

試薬２を200〃ｊを加えて均一に混ぜ､６５℃で１０分間振とうし、氷上に20分間置く。

↓
３．クロロホルム(-20℃)600以ﾉ及び試薬３をlOO似ﾉ加え、１０分間振とうする。

↓
4.5,000回転／分で12分間遠心分離し、上層を新しいチューブにとる。

↓
５．クロロホルム(-20℃)を600以ﾉ加え、１０分間振とうする。

↓
６．１５，０００回転／分で15分間遠心分離し、上層を新しいチューブにとる。

↓
７．同容量のイソプロパノールを加えてゆるやかに混ぜ、７，０００回転／分で３分間

遠心分離する。

，Ｉ
８．上清を捨て、７０％エタノールをlOOO"/加えて沈澱と管壁を洗い、7,000回転／分

で３分間遠心分離する。

↓
９．上清を捨て、９９％エタノールを１０００“加えて沈澱と管壁を洗い、７，０００回転／分

で５分間遠心分離する。

，|，
１０．上清を捨てて沈澱を乾燥し、RNA分解酵素(１０似g/mノ）入りl/lOTEl5～20皿に

溶解し、３７℃で30分間の温度処理を行う（４℃で保存する)。

コメの品種識別用DNAの改良抽出法
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第６図「北海道61」による2005年度奨励品種及び新品種・系統のDNA識別パターン

Ｍ：サイズマーカー（200bI)ラダー)、ｌ：「はなの舞い｣、２：「ふさおとめ｣、３：「ちば28)j｣、‘ｌ：「初星｣、５：『ひとめぽれ｣、６：「コシヒカリ｣、
７：「ゆめかなえ｣、８：「ヒメノモチ｣、９：「ツキミモチ｣、１０：ｒＦ蕊柵23吟｣、１１：「トヨハタモチ｣、１２：「総の脈」

Ｍ １ ２３４５６７

|”

第７図「コシヒカリ判別キットⅡ」による「コシヒカリ」に混合した「ふさおとめ」の検出

Ｍ：サイズマーカー（2001)pラダー)、ｌ：「コシヒカリ」ｌ()0％、２：「ふさおとめ」100％、３：「コシヒカリ」に「ふさおとめ」を５％混合＊、

４：I1i１２％況合、５：同０．５％混合、６：同０．２％混合、７：I‘i１０．１％混合、＊玄米粉末を垂岐割合で混合した

一一一一一

鯛幸輔＝

唖鯨=弓丑閏一

シヒカリ」と国内85品種の識別が可能な判別キット（植

物ゲノムセンター製）や、新村ら（2005）の報告する国

内1301V,極を識別するSTS化マーカー等を並行して利用す

ることで、本県産米の識別に充分対応できるものと考え

られる。

本試験で明らかにした「コシヒカリ」に混入した異品

種の検出限界の数値0.2％は、コメの流通段階では充分

利用できる値と考えられるが、種子生産現場ではさらに

高い粘度が望まれており、粘度の向上が必要と考える。

３．混入異品種の検出限界

供試した「コシヒカリ」以外の鞭品種のすべてに共通

して検出されるWKA9（l600bl)）による識別バンドに満目

し、「ふさおとめ」を用いて混入,W,種の検出限界を洲杏し

た。改良した方法でDNAを抽出し、「コシヒカリ判別キッ

トⅡ」でl)CRを行うことにより、０．２％以上の異品砿混入

については検出できることをIﾘjらかにした（第７図)。

４．残された課題

本報でIﾘlらかにした改良法は、PCRと小規模なアガロ

ースゲル噛気泳動で品種の判定ができることから、生産

現場等での利川が可能である。また、上記１１品種１系統

に加えて、県内の一部で生産されている「あきたこまち」

についても「コシヒカリ判別キットＩ」で柑亙に識別が

可能である(大坪ら、2002)。しかし、「コシヒカリ」と｢ミ

ルキークイーン」では、同一パターンを示すために識別

できない（データ未掲戦)。

従って、イネの品種識別法については、一塩基多型

（SNPｓ）を利用したマーカーの組み合わせにより、「．

Ｖ摘 要

1．千葉県の2005年度水稲奨励10品種に新品種「ゆめか

なえ」及び有望系統「千莱椛23号」を加えた11品種ｌ

系統を識別するための方法を確立した。

2．「ふさおとめ」及び「ちば28号」以外の品種は「コシ

ヒカリ判別キットＩ、ＩＩｊで識別が可能であり、「ふさ

おとめ」と「ちば28号」は「北海道61」で誠別が可能

であった。
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３．玄米及び精米からDNAを抽出する方法として、

「Phylopure」を選定し、抽出手順が簡便かつ良好な

PCR結果が得られる改良法を確立した。

４．「コシヒカリ」に混入した異品種の検出限界は0.2％

であった。
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MolecularldentificationofRecommendedRiceCultivarsinChibaPrefecture

MariOHARA,nmikoKAMAGATAandKazuoOHKosHＩ

Keywords：rice,identificationofcultivars,ＤＮＡ,ＰＣＲ

Sｕｍｍｏｒｙ

Inthisreport,weestablishedamolecularmethodofdistinguishingeachofl2ricecultivars,ｔｈａｔis，

１０recommendedcultivarsofChibaprefbcture,anewcultival；''YUmekanae,，'andanexcellentline，

''ChibaMochino､２３１１．

ＴｂｐｒｅｐａｒｅＤＮＡｆｒｏｍｔｈｅｂｒｏｗｎｏｒｐｅａｒledrice，aconvenientmethodwhichiｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｂｒＰＣＲａｍ‐

plificationusingtheDNAisolatioｎｋｉｔ,'，Phytopurenwasestablished、

Tbncultivars,ｎｏｔincluding’'Fusaotomemand''Chibano､２８,'１canbeidentifiedindividuallybytｈｅ

''Koshihikaridistinctionkit,、while''Fusaotome''ａｎｄ''Chibano,２８'icanbedistinguishedbythe''Hok‐

kaido61distinctionkit''・

Inthismethod,thelimitratioofdetectionofthediffbrentcultivarmixedwith''Koshihikari”ｉｓ0.2％．
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