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MolecularldentificationofRecommendedRiceCultivarsinChibaPrefecture

MariOHARA,'1とlmikoKAMAGATAandKazuoOHKosHI
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Sｕｍｍｏｒｙ

Inthisreport,weestablishedamolecularmethodofdistinguishingeachofl2ricecultivars,ｔｈａｔis，

１０recommendedcultivarsofChibaprefbcture，anewcultivan''YUmekanae,''andanexcellentline，

''ChibaMochino､２３''．

’ＩｂｐｒｅｐａｒｅＤＮＡｆｉＦｏｍｔｈｅｂｒｏｗｎｏｒｐｅａrledrice，aconvenientmethodwhichｉｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｂｒＰＣＲａｍ‐

plificationusingtheDNAisolatioｎｋｉｔ,'，Phytopure''ｗａｓestablished・

Tbncultivars，ｎｏｔincluding’'Fusaotomeiiand''Chibano、28,''canbeidentifiedindividuallybytｈｅ

‘'Koshihikaridistinctionkit,！'while''FusaotomeI'ａｎｄ''Chibano､２８''canbedistinguishedbｙｔｈｅ”Hok‐

kaido61distinctionkit''、

Inthismethod,thelimitratioofdetectionofthediffbrentcultivarmixedwith''Koshihikari''ｉｓ0.2％．
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小原・鎌形・大越：千葉県水稲奨励品種のDNAによる識別方法

３．玄米及び精米からDNAを抽出する方法として、

「Phytopure」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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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（2001)pラダー)、ｌ：「はなの舞い｣、２：「ふさおとめ｣、３：「ちば28)j｣、‘Ｉ：「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|､l():｢下難柵23);｣､11：｢ﾄﾖﾊﾀﾓﾁ｣､12:「総の蝿
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３．混入異品種の検出限界

供試した「コシヒカリ」以外の縦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着目

し、「ふさおとめ」を用いて混入品種の検出限界を調査し

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PCRを行うことにより、０．２％以上の災'11111種混入

については検出できることを明らかにした（館７１Xl)。
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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)I)ラダー)、ｌ：「コシヒカリ」100％、２：「ふさおとめ」１００％、３：「コシヒカリ」に「ふさおとめ」を５％混合＊、

‘1：iii１２％混合、５：I『１０．５％混合、６：|'i１０．２％混合、７：同０．１％混合、＊玄米粉末を１町,t荊合で混合した

シヒカリ」と国内85品種の識別が可能な､ド'1別キット（植

物ゲノムセンター製）や、新村ら（2005）の報告する|・Ｋｌ

内130品種を識別するSTS化マーカー等を11i行して利川す

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I川らかにした「コシヒカリ」に混入した異iliiIl

種の検出限界の数'値0.2％は、コメの流辿段階では充分

利用できる値と考えられるが、種子生産現場ではさらに

商い精度が望まれており、粘度の向上が必要と考える。４．残された課題

本報で明らかにした改良法は、PCRと小脱棋なアガロ

ースゲル電気泳動で品種の判定ができることから、生産

現場等での利用がIIJ能である。また、上記111ｹ'１１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,'11ﾉI: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（データ未掲載)。

従って、イネの品種識別法については、一MK基多型

（ＳＸＰｓ）を利川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「千葉稀23号」を加えた11品柿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、ＩI」で識別が１１J能であり、「ふさ

おとめ」と「ちば28．)｝」は「北海道61」で識別が可能

であった。
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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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１．１サンプルにつき｢Phytopure」試薬１を600“とα－アミラーゼ溶液(40mg/mノ）

８脚／を混合する。

↓

内の数字は期幅領域の大きさ（bp）を示す

:バンド有り．－：なし

コメの品種識別用DNAの改良抽出法

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608“及び

試薬２を200皿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ｊ及び試薬３を１００“ｊ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ｊ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。

｛Ｉ
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1000"ﾉ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．上浦を捨てて沈澱を乾燥し、RNA分解酵素(１０似g/m／）入りl/lOTE15～20皿に

溶解し、３７℃で30分間の温度処理を行う（４℃で保存する)。

第５図


