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猪 口

1996年度の摘l研削こおける水稲奨励品碓および準奨

励晶租は,主食用硬穐8.かけ米としての酒造用既様

3,滴遺好適米1,琉棟4の酢16種類ある.これらの

品種の様子供給にあたっては,主賓農作物様 子･法 摘有

利27年法律第131号)にもとづき,県下で指定 された

種子生産地において晶樵の純度維持を行いながら傑良

な種子の生産を行っている.優良な梯子とは,遺伝的

純度が商いこと,発芽性や発芽率が商く健全であるこ

と,さらには投の充実がよく斉-であり良質であるこ

とがあげられる.これらの優良様子の条件の中で,純

度が商いことは特に蒐要であるにもかかわらず,異品

種の混入 (機械的混入)や自然交雑,遺伝的な分経,

突然変異等の饗E封のために,純度維持には大きな因経

が伴っている.現私 これらの興品亜混入等の事故に

当たっては,混入したと思われる個体や次liH℃の革姿

や形態的特性から品種紬別を行っている.しかし,こ

の織別法は,時間を要し 多大なる労力がかかるにも

かかわらず決宛的な級別根拠とはなっていない.

PCR法発見以後,1掴ま以上が経過した現在では,

PCR法を用いた簡便なDNA多当il検冊 立術が普及 し

ており,代表的なものとして Random Amplified

PolymorphicDNA (RAPDH Williamsetal.,

1990)がよく知られている.イれ こおいでは稜間およ

欄間県頗莱総合試験場

- 5-

び倣稜問などの遺伝的に遠縁な組合せで.PCRマ-

カ-ならびにRFLP昭estrictionFragmentLe将th

Polymorphism)が充実してお り,DNA連銀地図

の作成 用 arushimaeLal.,1998)や系統 ,晶棟分

類 (Fuku｡kaetal.,1992)などに紬よく利用され

ている.その一方で,圭;l蓬らjtた遺伝的背旗をもつ日本
幾旦晶棟内においては,樵間やヨ正税関で得られたDNA

多望組のほとんどは多型性 を示さないため DNAマー

カ-の利用が遅れているのが現状である.

これらの事実をふまえ,著者らは,日本型.銅 兎内で

利用できるDNA多型の鶴積とi)NA連鎖地組の作

成を行い (Kuboi,i(ll.,1998),その成果として,

RAPDを主とする70欄以上の T)NAで-カ-を同定

した.本研究では,これらの多型 (RA㍗D)を利梢

し,水稲晶機の純度検査,様子生産段階での変異個体

チェック,さらには水稲の育成段階での純度維持と品

種管理に応用できるRAPDの検索と簡易な晶稜織別

法について検討 し,DNAマ--カ--による品種織別法

の確立を試みた.

材料および方法

供斌イネ

実験材料として,揃r鞘格段莱総合試験場で維持管労ji_

しているキヌヒか ),黄金暗,コシヒか ∴ ちくし15

号,ちくし23乳 ツクシホマレ,ニシホマレ,日和胤
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ハヤユタカ,ヒノヒか 上 ははえみ,ミネアサヒJLf

柑錦,夢つくし,ユメヒか ),レイホウの梗16品種と

サイワイモチ,ハクトモチ,ひみこもち,ヒヨクモチ

の耀4品種を晶樵織別に供課した.

DNA抽出およびRAPD分析

供訊イネ20品種を,1996年に福岡県遊楽総合駅飯場

で播種したのら.幼蘭から各品種ごとにひとまとめに

して採楽 し,液体窒素中で粉砕 した後に,CTAB

(Cetyltrimethyl ammonium bromide) 法

(Rogersand】3endich,1988)に準 じてDNAを

紬出した.

また.ONA手舶iI3法に関しては,-･連の実験操作の

簡易化を図るために,次の2種類の簡易法の適用を試

みた.1つは,Edwardsetal.(1991)の簡易抽出

汰 (液体窒素で粉末化した某組織に柚出磁祷液を加え

てDNAを溶出し,エタノ- ル紬ILi'1する方法)であ

り,lつは,Yoshimuraetal.(1992)の組抽出法

(薬片をTE緩筋液中で磨砕 して得られたijNA溶出

液を鋳型DNAとして用いる方法)である.

PCR反応は,LOunitのTaqDNApolymerase

(PTOm曙a),TagDNA polymerase付属の10×

buffer2.5,ul,MgC12i.5mM,dNTP (dATP,

dTTP,dGTP.dCTPをそれぞれ100mM),鋳弧

DNA20ng,プライマ-0.4mM を含む総数25/Jlの

反応液で行った.

Yoshimuraetαl.(1992)の朝紬iJl法においでは,
PCRの増帽具合が好ましくなかったので,通常の0.1

0/ofrritonX-100を含むPCR反応櫨簡液ではなく,

lJiuetal.(1995)による0.4%の高濃度緩衝液を用

いた.

PCRプライマ-には,OPERON社の10塩基合成

プライマー15種頬 (AO7,BO8,F,04,L12,Pot.

rrO3,Uユo,Ⅹ02,AAO7.AD19,AEOl,AFJ14,

A111,AM13,ANO7)を用いた.ただし,これら15

穐頭のプライマ-では織別できない2品種(｢コシヒ
か月 と ｢ちくし23号｣)がみられたので,この2品

種問で多艶を示すプライマ-AC17を加えて供試した.

PCR反応は,反応液をミネラルオイルでカバーし,

王WAKI社のThermalsequencer(TSR-300)によ

り94℃で1分間 (熱変性),36℃で1分間 (アニ-リ

ング反応).72℃で2分間 (伸展反応)を1サイクル

とするサイクルを40回行い,敢後に伸長反応を完全に

終わらせるために72℃で7分間保温した.

PCR増幅産物は,0,5×TAEbufrer廟 こて1.5%

のアガロ-スゲルで,大型サブマリンゲル電気泳動装

被を用いて100VのiE濫):T.で3.5時間乍民衆泳動を行った.

さらに簡略化の試みの･-つとして,貸提鮎永動時間の削
減のためにミニゲル機知 永動装慣 (Mupid2)を用い

た.ミニゲル電気泳動においでは,高濃度にした2.0

%アガロ-スゲルで,100Vの貸毘庄により柑橘産物の

分離を試みた.

結果および考察

著者らは.任意配列からなるRAPljプライマ-

800種類を)酌 ､て,2種類の日本当蟻も稜｢かい65号｣
と ｢日本晴｣との問で多惑坐を検出するプライマ-59棟

既を同定している (Kuboetal‥ 1998).この59樵

部の プライマ-か ら比較的明確 な多 弐望バ ン ド

(RAPD)が得られる15税額のプライマ-を選び,日

本弧20品棟のDNAフィンガ-プリンティングを行っ

た.その結果を,増幅バンドが有る方を "I",無い

方を "0"としでTablelにまとめた.15機類のプ

ライマ-から稗られたRAPDの有鯉は,個々の品種

特有であり,｢コシヒか )Jと ｢ちくし23号｣を除い
て,供訳した品種を級別しうるものであった.｢コシ

ヒか )｣と ｢ちくし23号｣では15種類のプライマ-に

よるバンドパタ-ンが全て相同であり,これらのプラ

イマーでは両品種を織別することができなかった.

そこで,供訳した20品種についての完全な織別を行う

ために,朝岡なDNAフィンガープリントを示した2品

種 ｢コシヒか)Jと ｢ちくし23号｣の問で多芸まを示すプ

ライマーの検索を進めた.ここでも既報の多aLi惜報に基

づきプライマ-検索を進め,2品種で多型を示すプライ

マ-AC17を新たに選び出した.プライマ-AC17にお

ける20晶棟の卵 白パターンをFig.1に示した.プライ
マーAC17から得られる3個のRAPDのうち,AC17460

とAC17430は対立遺伝子様のバンドパターンを示 した

ので,ここでは分子サイズの小さい430bpのバンドの

有無を洩別マ-カ-としで用いた.AC17を合わせた合

計16種籾のプライマーから,20品種を穐別するための

敢少数のプライマー組合せを選んだところ,AO7,Pot,

AC17,AIll,AN07の5種燕で織別が可能であるこ

とが明らかになった.選抜 したRAPDマーカ-によ

る20品機のDNAフィンガ-プリンティングを図式化し

たものをFig.2に示した.濃い網掛け部分はRAPI)

バンドの増帽がみられることを,白い部分は増幅がみ

られないことを衷し.6穐類のRAPI)により各品種

特異的なDNAフィンガ-プリントを得ることができた.

以上のように5桂瀬のプライマ-から得られた6樵

類のRAPI)を用いることにより.日本悲!171く稲20品種
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Table1. DNA fingerprまntirlgOf20 Japonicavarieties using 15 RAPD prlm erS.
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Fig.1.Amplification productsfrom 20differentJaponica varieties
usirlgPrimerAC17.M:Sizemarker,卓Ⅹ174Ⅰ)NAdigestedwi払
IJaeHⅠ.1:Kinuhikari,2:Koshihikari,3:Nipponbare,4:
Xoganebare,5:Hinohikari,6:YumQhikari,7:Yumetsukushi,8:
Chjkushi15,9:Chikushi23,10:Tsukushihomare,1]:Mineasahi,
12:Hohoemj,13:Reまho,14:Hayayutaka,ユ5:Nishihomare,ユ6:
Yamadanishiki, 17: Saiwaimochi, 18: Hakutomochi, 19:
llimikomochi,20:I-7iyokumochi.
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PO1730 A C I7430 A NO7350
A O7640 A C17560 AIl1380

Hayayutaka

Reiho

Hakutomochi

Yumetsukushi

Koshih主kari

Yumehikari

Kinuhikari

Chikushi23

Chikushi15

Saiwaimo(:hi

Nishihomare

Yamadanishiki

Mineasahi

Hinohikari

Hohoemi

Tsukushihomare

Hiyokumoehi

Koganebare

Nipponbare

Himikomochi

Fig.2.DNAfingerprintingor20JaponicavarjeもiesusingRAPD analy-
sis,Varietynameisshownilltheleftofeachcolumnarld6
RAPDsareshownatthetoporcolumns.困:Presenceofanam-
p】ificationproduct,□:AbsenceofanamplificationprodtlCt.

03i妄紺jが町能となった.しかしながら,本洩別法の今

後の利用と普及を考慮したとき,実験操作の簡略化が

必須となる.本織別法では,CTAB法により紬山･

絹製したDNAを他用しているため,DNA抽出の過

程において煩雑な祭儀接作と時問が必粟となる.そこ

でDNA手相')における操作手順および時問の削減を

図り,簡易細山したDNAを用いた品種識別法の検

討を行った.また,同時に怒気泳動の過程においては,

ミニゲル電気泳動装関を併用することにより,-ILgyの

時榔紺戒を試みた.

CTA王主法で抽出したDNAとEdwardsetal.

(1991)の簡易jl摘JIDNAを用いたPCR脚酢ft=主物の

'l鑑気泳動援沌 Fig.3に示した.ここで.CTAB法

(lTig.3A)では,大型サブマリンゲル磁気泳動装観

を.潤鋸柚j法 (Fig.3B)ではミニゲル機知永動麓

憶を用いた結果を示した.プライマ…AC17による2

つの増帽産物を比暇したところ,着日する2本の

RAPl)バンド(560bpと430bp)が,簡 l酎 ヒした方

法 (Fig･.3王3)においでも脚鋸こ酬 試した.また,他

の4桃頬のプライマ-を用いた場合においても簡易抽

出DNAが脚鵬ノヾ夕-ンに及ぼす影響は認められず,
供試した5校頬のプライマーに関して簡易法の適用が



-560bp-430

bpFig.3.ArnplificationproductswiththeprimerAC17usingtemp
platcDNAextractedbyCTAJ3method(Fig.3A)ands

im-plemethod(Fig･.3B).Arrowheadsindicate
560and430bpbands.M:Sizem

arker,少Ⅹ】74DNA digesLcdwithIlaeHl 1:Kinuhikari,2:K

oshihikari,3:Nipponbare,4:KoganebaTe,5:Hinohi

ka】ヰi.Kanto7
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可能であることが確認された.

また,Yoshimuraetal.(1992)の視軸鮎 こよる

l⊃NAを用いた場合には,通常のPCR反応条件では

ほとんどのプライマ-によるRAPDバンドのシグナ

ル鼠は低かった.しかしながら,通常の使用濃度より

も高濃度の0.4%rrritonX-100を含むPCR反応バッ

ファーを)13いたときには,AO76仙 AC17.1恥 A111恥

ANO735Oの4つのRAPI〕マ-め-が検出できた.こ

れらの4つのRAPl)はいずれもその断片サイズが小

さいことから昌馴詣バンドが低分子なものほど,鋳艶

となるDNAが損傷を受けず,正常に増幅するもの

と推測 した. したがって,分子サイズの小 さい

RAPDに限定すれば,Yoshimuraetal.(1992)

の朝紬裾去も利用可能であるが,増帽の安()JiZJ裾こ関し

ては今後の検討が必輩である.

RAP】)分析の欠点として,増幅の不安定さが示唆

されるが.坤に晶樵分頬や級別においでは濃紫な粧迫

となる.級別に供斌するプライマー数を最小限に減ら

すことは,噂剛liJ･労力的に有意義となるが,級別の

僧相性を霧めるためには,より多くのマーカーを供拭

することが望ましい.この度得られた終発 (Table

1)から必婁状況に応じてプライマ-を選択し,柳窪

確認することにより.倍隣性のある織別が吋稚となる

と考えられる.

]⊃NAマ-カーは多望真摘 得ゞられやすいと考えられる

が,日本で栽培される日本型水稲品種間においでは多
型頻度は著しく低く (Kuboetal‥1998;河野ら,

1998),多型選抜に多大なる時間と労力が必要とされ

ら,本研究では既報の多型情報をf鋸TlLたことから,

マ-め-設定が容易に行われた.さらに,｢台車65号｣

と 圧1本哨｣のri]rjで得られた多賀摘寸,按々のu春型品

種を撒別するマーカ-としでも利用できることが証明

された,lヨ本の栽培水稲品種間では多型が得られにく

いという特徴は,これらが限られた在来品機関の交雑

により成立したことに起E)喜!しており,その傾向は供訊

品種の系描 くFig.4)からも例える.本実験に供銑

した品種には,日本において安産的に作付け所機の上

位を占める ｢コシヒか)Jや ｢‡ヨ木幡｣を含み,これ

らを交配親として派生した品種が多くを占めた.

本研究におけるDNAフィンガ-プリンティングの簡

略化により,従来ならば2i‡日ソ､上を必要としたDNA

抽出から乍鑑架泳動までの全ての行程を,5時間程度

(細萱を用-ンプル数20個体とする)で遂行することが可能

になった,DNAフィンガ-プリンティングに必要な実

験設備はPC】二日幾貸注とミニゲル賃民衆泳動装取の2点の

みであり,実験操作も簡便であることから,今後,本

法の戯薬試験嬢における塞用 ･憩及が期待される.

要 約

イネの種苗管鋸 こおいて,.網羅の純度を維持するこ

とは極めて蕊繋であるが,種子を増殖する過程では.

異品種の混入やlヨ然交稚,褒鮪変異等,品種の純度を

損なう問題が伴ってくる.現時点では.形態的矧ノ1三か
ら,混入した個体等の級別を行っているが,このよう

な方法による純別は,多大なる時間と労力を饗する上

に,決産的な根拠とはならない.この問題の解決にあ

たって,著者らはDNAマ-カ-の利用が有効であ

ると考え,Kuboetal.(1998)に紀服された多ま捌う'nic

報をもとに種苗管理に応用できる晶橡絶別法として

RAPI)マ←カーによるEl本数水稲品種のDNAフィ

ンガープリンティングを行った.

材料には,福岡県農薬総合試験場で維持管理されて

いる日本型水稲の梗16品種と鵜4品棟を用いた.

KuboetaL.(1998)の多呈捌離技から,乱別に有効で

あると考えたRAPijプライマ-1銅また類を用いて

DNAフィンガ-プリンティングを行い,20品枕を級

別できる敢少のプライマーのセットを選んだ.その結

栄,5種類のプライマーか ら得 らjtた 6枚班の

RAPDマ-め-,AO7朋0,PO17恥 AC175恥AC174恥

AIl1380,ANO7350を用いて20品種の級別が可能となっ

た.次に.良策武験域等の現場における実用化を考え,

DNA発雷夏易細山法,およびミニゲル機知融約装i際.の導

入による塞験操作の簡略化 ･迅速化を図った.その路

私 簡略化した方法においても通常の方法と相違ない

泳動パタ…ンが得られ,簡略化したDNAフィンガー

プリンティングの英才肝性が証明された.
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Summary 

Maintaining lhe purity of rice varieties is the pr imary concern in seed and seedling 
produclion since the occurrence of mixture with other linos, outcrossing and  mutation is 
frequently encountered in the field. Until now, pure lines a re  being maintained using 
the observed morphological characteristics that requires a lot of time and effort and in 
turn do not give conclusive evidence. 'ro solve this problem, we propose the utilization 
of I3NA fingerprinting in maintaining rice varieties. 

In our  previous study (Kubo et al. 1998) on the construction of Japonica rice linkage 
map,  64 RAPDs were identified from the screened 800 primers between Taicliung 65 and 
Nipponbare. DNA Fingerprinting based on the identified RAPDs was applied in main- 
taining these varieties. 

Twenty Japanese varieties consisting of 16 non-glutinous and four glutinous Japanese 
varieties planted in Fukuoka Agricultural Research Center were used a s  planting matc- 
r ia ls  in the succeeding experiment. Sixteen primers from the previous RAPD data were 
selected for DNA fingerprinting. Of 16 primers, a set of five p r i m e ~ x  yielding six repro- 
ducible markers  were identified. These primers differentiated a l l  the 20 varieties with 
less number of primer set. 

We tried to simplify and expedite the experiment by using simple method of DNA cx- 
traction and mini-gel electrophoresis system in DNA fingerprinting and we obtained 
scorable RAPD bands using this method. This result demonstrated that the closely re- 
lated Japanese paddy rice varieties could be easily identified by utilizing the simplified 
RAPD technique. 




