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DNAマーカーによる岐阜平坦地向け水稲奨励品種の品種判別

Development of Multiplex PCR Prirner Sets for thc ldcntification of Rice

/ヽaricties Reconllncndcd in Southern of Gifu Prefectur

松古浩樹 中村澄子 `・ 大坪研―・
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要 約 :本研究では、 8品種の岐阜県平坦地奨励品種を判別できる 2セ ットのマルチプレックス PCRプライマーセッ
トを開発した。PCRの鋳型 DNAは、葉片からDNA抽 出キット (ISOPL ANT Ⅱ)を用いて抽出精製したゲノム
DNAを用いた。15種類の・seqtlcnce tagged sitざ '(sTs)プライマーを PCRで増幅し、その中から、岐阜県平坦地
奨励品種 (あ きたこまち、ひとめばれ、コシヒカリ、白雪姫、あさひの夢、みのにしき、ハッシモ、モチミノリ)を
判別するマルチプレックス PCRプライマーセットと8種類の岐阜県平坦地奨励品種の内、ハツシモだけ検出しない
マルチプレックス PCRプライマーセットを開発した。本研究に用いたマルチプレックス PCRプライマーセットは、
岐阜県平坦地奨励品種の品種判別に有効であると考えられる。

キーワード:品種半」別、岐阜県平坦地奨励品種、マルチプレックス PCR、 STSプライマー

結  言
農家が受取る作物の種子は良い物であることが常識の

世界である。そのため、種子を扱う者は、安心して種子

を使って頂ける様、 日々事故のないよう細心の注意を払っ
て生産・管理に努めている。当研究所もそれら種子の元

となる原原種及び原種を扱っており、食の安心を確保す

るための品質管理の観点から、種子への異品種混入検査

に活用できる品種判別法の開発は重要である。コメの品

種判別技術は、すでに「コンヒカリJ、 「あきたこまちJ

等のプランド米については確立されているが、それぞれ

の県独自に育成した品種については研究対象とされずに

残されているものも少なくない。そこで、本県平坦地向

け水稲奨励品種について DTもヽによる品種判別法の確

立を試みた。

材料及び方法
1 供試品種
岐阜県平坦地向け水稲奨FJj品種

早生 (あきたこまち、ひとめぼれ、コシヒカリ)

中生 (白雪姫、あさひの夢、モチミノリ)

晩生 (みのにしき、ハッシモ)

を供試した。

*独立行政法人 食品総合研究所
*National Fαtt Research lnstitute

2 各供試品種の葉片からの鋳型 DNAの調整
奨励品種決定調査ほ場で栽培されている各供試品種の

葉片を採取し、葉片01gを 1511■ エッペンチュープに

カットしながら入れ、液体窒素で凍結させてホモジナイ

ザーを用いて粉砕した。 トータル DNAの抽出及び精製
は、DNA抽出キット (ISOPLANT Ⅱ)に改良を加えた
方 法 で 行 っ た 。 粉 砕 し た サ ン プ ル に 1耐
wasrlBuffer+2 ME(2 Mercaptocthanol)を 加え攪拌

し冷却遠心機 (日 立 Hinlac CF15D)に よって遠心分

離 (15,000rpm、  10min)を行い、上清を除去した。

沈殿物を300 μl%ludon l+2 MEを 加え攪拌し、150

μl%lulon Ⅱを加え混合後、 イ ンキュベーター

(TA」TEC DTU― N)を 用いて50℃で20分間加熱処理を

行つた。処理後、100μ l_3oludon皿 ―Aと 120μ l%lut

iontt Bを 加え攪拌後、氷上で10分問処理し、遠心分離

(15,000rpm、  lomin)を行つた。上清を新しい15m
エッベンチューブに移し、40 μlク ロロホルムを加え攪

拌し、遠心分離 (15,000rpm、 5null)を行い、有機層

を含まないように上清を新しい1 5rmエ ッペンチュープ

に移した。これに 2倍容のエタノールを加え、室温で

10分間静置し遠心分離 (15,000rpm、 10�n)を行い

上清を除去し、70%エタノール350 μlで洗浄した後、

遠心分離 (15,000rpm、 51111n)を 行い上清を除去した。

これを減圧乾燥機 (MILLIPORE Mll Dry)を 用い乾

燥 (211un)させ、50μ l TEで溶解し、鋳型 DNAと した。
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3 PCRに用いる STS化対合プライマー

15種類の STS化対合プライマー (大坪 ら、2003年 )

について検討 した。各種の STS化プライマーの塩基配

列を表 1に示す。

表 l STS化プライマーの塩基配列

プライマーの名称 塩基配列

A6 フォワー ド
リバース

A7 フォワー ド
リバース

Bl  フォワー ド
リバース

B43 フォワード
リバース

F6 フォワー ド
リバース

G4 フォワー ド
リバース

G22 フォワー ド
リバース

G28 フォワー ド
リバース

J6  フォワー ド
リバース

M2CGフ ォワー ド

リバース

MH フォワー ド
リバース

P5 フォワー ド
リバース

S13 フォワー ド
リバース

T16 フォワード
リバース

ⅥK9フ ォワード
リバース

4 各種 STS化対合プライマーの PCRによるDNAの
増幅

8種類の奨励品種の葉片から調整した Dヽヽを鋳型

DNAと し、PCR(図 1)を行った。PCRに おけるアニー

リング温度は、各種の STS化対合プライマーの融解温

度をもとに、より高い温度 (62℃ )を採用した。鋳型

CCACGTACG00■3TACTAC

CCA03■3TACG■CTTCCCCAOC

TCCCTC00ヽ CCACA』 uヽTAG

TCCC iCCCACGへ ■3A3

GTT■ CC・CTCCTACAGTAATTA4003

GTITc‐ OmCCCATGC九 TヽCT

Gα3C00CA■3ACTCAC

ACつ00CC030ヽTCんへGAC

ACCAC,CCA■ TヽATATCATCCAAAG

ACCAC■CCATATCACCACん 0ヽ3

GA3ACCGATATCCGATTC

G■,3TC7TrTACATCCAGAGAt~lTA

CTCACTCAAAWACACrT03AmmG

AGGG∝ATCATACAAC7ACTCTGT

O∝GGTCGTTCTOCGAT

GGACん Tヽ003ヽ )ヽGTAAGTTTT,CrlTG

G■303AGTGGTCAC7ACCG

G■CCrC・ AG■)3ATCGACTAOC

ACん CヽGCCICO■ TヽCA

ACん CヽCCCTCCGACAACん GヽAT

GTCCACTC■ 3ヽCCACん CヽAT

GTCCACTG■ 03GC7ATTC7T■ C

ACAコ Cヽ03TC03TCCTTOCTT

ACん CヽCGTCCんへCAGATACmaヽ

GTCGT,CCTGT03TTAGGACAGGGT

GTCCT,CCTOmo3■ 3T∝AGAT

G3TGん αヽ〕釘GTAGTTC7CIAATATA

CrrTGttt‐ C・CTCAGATTTAエコヽTATAAT

CCCOCA3TTAGATCCAЭ OATT

CCOCAGTTACATCAAr7Tcc・ c

DNA約 50ng、 10pmo1/μ lの STS化対合プライマー各
04μ l、 2 51rlM dlNTPs M� ture 2 μl、 Ex Taqポ リ

メラーゼ (TaKaRa)02μ l、 Ex Taq 10× Buffer 2 μ

lと し、 反応液量は20 μlと した。 PCR反 応は、
Tl■erma Cycler Dice(TaKaRa、 TP600)を 用いて、
96℃ 1分、 62℃ 1分、 72℃ 2分、35サイクル行つた。

反応産物は、 Ttt Bufferに アガロース (Ы GN4A、

Type I A)を 加えて作成した1%(w/v)アガロースグル

で電気泳動した後、エチジウムプロマイ ドをlμ g/祠

に調整した TAE Bufferで染色しトランスイルミネー

ターで DNAバ ンドの右無を確認した。

5 マリレチプレックス PCRプライマーセットの PCRに
よるDNAの増幅

各種 STS化対合プライマーの PCRの結果から、マル

チプレックス PCRを行つた。方法は各種 STS化対合プ
ライマーの PCRに よる DNAの増幅と同じ条件で行つ
た。

結果及び考察

1 各種STSlヒ対合プライマーによる調別バンドの検討
各種の STS化対合プライマーと各品種の反応結果を

表 2及び図 2に示した。15種類の STS化対合プライマー

の内 7種類が品種判別に有効であった。
①Bl STS化対合プライマーは、中晩生品種全てに増

幅バンドが確認されたが、早生品種「あきたこまちJ
「ひとめばれ」「コシヒカリJでは認められず、熟期別
の識別に有効であった (図 3C)。

②A6 STS化対合プライマーは、「みのにしきJと
「ハツシモ」を識別 した。

③F6 STS化対合プライマーは、「白雪姫Jと 「みの

にしきJを識別した(図 3B)。

④S13 STS化対合プライマーは、「モチミノリJのみ
バンドを増幅し、識別した (図 3A)。

⑤P5 STS化対合プライマーは、早生品種「あきたこ

まちJ「ひとめばれ」「コシヒカリ」を認識し、熟期別

の識別に有効であった。

⑥B43 STS化対合プライマーは、「ひとめぼれJ「コ

シヒカリ」「白雪姫J「みのにしきJ「ハツシモ」「モチ

ミノリJに増幅バン ドを確認した。

⑦WK9 STS化 対合プライマーは、「あきたこまち」
「ひとめぼれJ「あさひの夢Jを識別した。
A7(図 3D)、 J6、 T16の STS化対合プライマー
は、岐阜県平坦地向け奨励品種の全ての品種で増幅し

たことから、鋳型 DNAの PCR反応阻害による判定
ミスの防 1上に利用できる可能性を確認した。
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λ〕工勘
↓ '・印ザ ↓

あきたこまち  ―  +  ―  ―  ―  ―  ―  +  +  ―  +  +  ―  +  +

ひとめばれ    ―   +   ―   +   ―   ―   +   十   +   +   +   十   一   十   +
コシヒカリ   ー  +  ―  +  ―  ―  +  +  +  ―  十  +  ―  +  ―

― ++++― ― ― +― ― ― ― +―

あさひの夢    ―  +  +  ―  ―  ―  ―  ―  十  一  ―  ―  ―  +  +

みのにしき   +  +  +  +  +  ―  ―  ―  +  +  ―  ―  ―  +  ―
ハツシモ ++++― ― ― ― +++― ― +―

もちみのリ   ー  +  +  +  ―  ―  ―  ―  +  +  ―  ―  十  +  ―

鮭〕1浜靭 ,

1   
ヽ 増` °`・  / f'´・

図 1 品種判別の原理

表 2 PCRに おける品種と STS化対合プライマーの関係

STS Primer A6  A7  31  B43  F6  G4  G22 G28  J6 M2CC Mll  P5  S13 T16 VヽK9
730  300  530  870 1180 830  650  460 1070 1240 770  580  1680 1600 1600

白雪姫

注)+:認 識バンドが出現 ― :認識バンドが出現せず
各プライマーの ドの数値は増幅バンドの分子量(bps)を示す

―  IS13  1680

WK9 1600

F6  1180
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図 2 品種と STS化対合プライマーの関係
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1234567810M
A:プライマー S13(モ チミノリを検出)

1234567810M
C:プライマーBl(中晩生を検出)

2 本県平lB地向け水稲奨励品種判別のマルチプレック
ス PCR法

①早生品種の判別 :早生品種である「あきたこまち」

「ひとめばれ」「コシヒカリJの品種判別については、
Bl、 B43、 WK9 STS化対合プライマーを用いるこ
とにより可能となった (図 4A)。

②中晩生品種の判別 :中晩生品種である 「白雪姫J

「あさひの夢J「みのにしき」「ハッシモ」「モチミノリ」

の品種判別については A6、 F6、 S13 STS化対合プ

ライマーと (増幅バンドが鋳型 DNA不良によるのか
確認するため)全ての中晩生品種で増幅する Bl STS

化対合プライマーの4種 STS化対合プライマーを用
いることで各品種の判別が可能となった (図 4A)。

M1234567810M
B:プライマー F6(白雪姫とみのにしきを検出)

1234567810M
D:プライマー A7(全品種に出現 )

3 八ツシモネガティプ判別のマルチプレックスPCR
岐阜県で最も多く作付けされている「ハツシモ」につ

いて、他品種の混入を防ぐ目的として、「ハッシモ」の

み増幅バンドが確認されない (他品種だけが発現する)

ハツシモネガティプ判別プライマーセットの開発を検討

した。その結果、P5、 F6、 WK9、 S13を用いた場合、

図43のように「ハッシモJのみ増幅バンドがない結果
が得られ、ハッシモネガティブ判別プライマーセットと

しての利用が可能と考えられた。

図 3 各種の STS化対合プライマーを用いた PCRの結果

1:あ きたこまち、 2:ひ とめばれ、 3:コ シヒカリ、 4:白 雪姫、 5:あ さひの夢、 6:み のにしき、
7:ハ ツシモ、 8:モ チミノリ 10:H20 M:DNA分 子量マーカー C沼証ほ lkb DNA Laddcr及び100bp DNA Ldder)



図4 マルチプレックスPcR法による平坦地向け奨励品種の判別
1:あきたこまち、 2:ひとめぼれ 3:コ シヒカリ、 4:白雪姫、 5:あ さひの夢、 6:みのにしき、
7:ハツシモ、 8:モチミノリ 10:H20 M:DNA分 子量マーカー(TaKaRa lkb NALtttr及 び100bp IDNA Iadcler)

1 2 3 4 5 6 7 8 10 M M
A早 生及び中晩生品種判別

1234567810M
Bハ ツシモネガティプ判別
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ABSTRACT
In the present study, 2 sets of lllultlplex PCR

prrnes were developed to identify 8 ●ce vaneties

re∞nllnended in souhem of Gifu pref∝ ture As

tenlplate DNAs for PCR genott DNAs of sample

n」led  leaf  were  extracted  and  p� ted  by

“

PLANT � T2 RIce genЖ�c DNAs were
proliferated by PCR wlh the use of if∝ en hdsOf
'seq■lencetagged sitet(STS)prunenゝ In restll lt

becalne possible to identlfy Of tlle rlce vaneties

re∞Irlmended m southem Of Gifu prefechlre
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mtltiplex PCR uslng 4 ptter(P5,F6,WK9,S13)

The present study suggest hat the muluplex PcR

p�mer sets developed were effecive m dStmOsh―
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Gifu prefecttlre

KEYWORDS
Idendflcaton of RIceヽ′adetles
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おわりに

この技術は、本県平坦地向け水稲奨励品種の種子圃の

異品種混入検査に活用できる。長所として現地圃場から

新鮮な葉を直接持ち込み、検定を行うと、約6時間で品

種判別が可能である。

普及・利用上の留意点としては、本県平坦地向け8水稲

奨励品種の原原種及び原種の品種判別に利用することが

目的であり、一般圃場での全国の品種に対する品種判別

は対応していない。
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