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DNA マーカーのポストラベル条件の検討
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Optimization of Post-Labeling Conditions for DNA Markers
Using a Bar-Coded Split Tag (BStag)

Ayako Konishi, Akio Ohyama, Tomohiro Kakizaki, Koji Miyatake,
Hirotaka Yamaguchi, Tsukasa Nunome and Hiroyuki Fukuoka

I　緒　　言

DNA マーカーを利用した選抜技術は，多数の優良形

質を集積する必要がある作物育種の現場において，選抜

の効率化，省力化さらには早期選抜による育種年限短縮

のための重要な手法の一つである．効果的に DNA マー

カー選抜を行うためには，操作が簡便でアリル変異の検

出力が高く汎用性に優れた DNA マーカー，特に SSR な

どの PCR ベースマーカーを多数用意する必要がある．

SSR マーカーの多型を検出するには，電気泳動による

PCR 増幅産物サイズの識別が必要になるが，育成現場に

おいては栽培種内それも系譜が似る系統同士の交雑も日

常的である．このような非常に近い系譜間の交雑におい

てはアリルサイズの多型が極めて小さいことが多く，識

別には蛍光 DNA シーケンサ等の解像力の高い分析装置

の使用が前提となる．しかしながら，蛍光 DNA シーケ

ンサを用いた増幅サイズの識別においては，可視化のた

めの増幅産物の蛍光標識も別途必要になる．予めプライ

マーを標識しておく方法は従来から広く用いられている

が（Guichoux ら 2011），全てのマーカー（プライマー）

を標識するための初期投資が莫大になりがちである．こ

れを解決するための低コスト化手法が幾つか考案されて

いる．PCR 反応の増幅産物に後から蛍光標識するポスト

ラベル法については Iwahara ら（1995）や Inazuka ら

（1996,1997）によって報告されており，これらは蛍光プ

ライマーの作成経費を削減できる手法として有用である

が，蛍光標識を行う際に非常に手間がかかる．一方，ユ

ニバーサルプライマーを利用したポストラベル法は forward
プライマーにユニバーサルプライマーを付加したもの，

reverseプライマー，および蛍光標識したユニバーサルプラ

イマーの 3つのプライマーを用いた PCR を行うことで増幅

産物が標識される方法であり，解析時の手間と経費を削減

するために極めて有用である．これまでにOettingら

（1995），Neilanら（1997），Schuelke（2000）が単一のユ

ニバーサルプライマーと一種類の蛍光色素を用いたポス

トラベル法を報告しているが，似通ったサイズの増幅産

物については同時に解析を行えないことから，一度に解

析を行うマーカー数には限りがある．また，Missiagia ら

（2006）は複数のユニバーサルプライマーおよび複数の

蛍光標識を PCR に用い，増幅産物を混合して分析を

行ったが，1 つの反応で複数マーカーを用いた多型分析

（マルチプレックス PCR）を行うことは難しいとしてい

る．一方，Guo ら（2003）は 2 つのユニバーサルプライ
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マーにそれぞれ異なる蛍光標識をすることで，ポストラ

ベルによるマルチプレックス PCR を可能とした．この

手法の発展型として Shimizu ら（2011）が報告した

bar-coded split tag（BStag）を利用した 1 チューブ多重

ポストラベル法は，ユニバーサルプライマーとしての

BStag 配列を付加したプライマーおよび同じ BStag 配列

に対し蛍光標識したプライマーを混合して PCR を行う

手法であり，通常の増幅反応に引き続き標識のための少

数回の PCR を行うことで手間なくポストラベルができ

る．また，BStag 配列は特異性が高いため，1 つのチュー

ブ内で複数のプライマーを用いた PCR の後，異なる蛍

光色素で標識した BStag で増副産物を別個に標識するこ

とにより容易にマルチプレックス PCR ができることも大

きな特徴である．本研究では，この手法を行う上で問題

となる非特異の増幅産物を削減する方法および 1 反応で

用いる最適プライマー数について検討を行った．

本研究は 2012 年 11 月まで野菜茶業研究所に依頼研

究員として在籍した期間に行った研究であり，ご支援を

頂いた野菜育種・ゲノム研究領域の諸氏ならびに宮崎県

総合農業試験場の杉田亘博士に深く感謝いたします．

II　材料および方法

1　植物材料

トウガラシ‘京都万願寺 2 号’，‘S3586’，ナス‘AE-
P03’，トマト系統‘GMRF10-009’，キュウリ‘CSPMR1’，
メロン‘AR5’，ネギ‘夏扇 4 号’およびイチゴ‘中間母本

2 号’の若い葉を採取し，DNA 抽出の材料とした．

2　植物体からの DNA の抽出

植物体の若葉約 50mg に対し DNeasy Plant Mini Kit
（QIAGEN 社）の buffer AP1　400ul を加え，マルチ

ビーズショッカー（安井器械）を用いて室温条件で破砕

し，DNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN 社）の添付プロ

トコルに基づき抽出した．抽出した DNA を Picogreen
（invitrogen 社）で染色した後，プレートリーダー（ARVO 
MX，Perkin Elmer 社）で吸光度（485nm/535nm）を測

定し，定量した．

3　PCR 条件

PCR の酵素として，Shimizu ら（2011）で用いられて

いる酵素（KAPA 2G FAST，KAPA BIOSYSTEMS 社）

と同一メーカーの Multiplex PCR 用酵素（KAPA 2G 
FAST Multiplex Mix，KAPA BIOSYSTEMS 社）を供試

した．PCR 溶液の組成は表－ 1 のとおりとした．PCR に

はサーマルサイクラ―（Gene Amp PCR System 9700, 
Applied Biosystem 社）を用いた．また，PCR の温度条

件は表－ 2 のとおりである．蛍光標識されていないプラ

イマーによる PCR 増幅産物は，2% アガロースゲル電気泳

動を行った後 Et-Br（10µl/l）で染色し，目視でバンドを

確認した．蛍光標識された PCR 増幅産物は，希釈後にホ

ルムアミドおよびサイズマーカー（Gene-Scan-500LIZ 
Size Standard，Applied Biosystems）を加え，蛍光 DNA
シーケンサ（3730 DNA Analyzer， Applied Biosystems）で泳

動した．増幅産物の長さは GeneMapper ver.3.7（Applied 
Biosystems）で解析した．

表－ 1　酵素毎の PCR 溶液
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４　供試したプライマー

BStag プライマーには，Shimizu ら（2011）が報告し

た 6 種類に加え合計 20 種類を供試した（表－ 3）．また，

そのうち 4 種類の BStag の 5’末端に蛍光標識を付加

したプライマー（BS08:FAM，BS10:NED，BS17:PET，
BS20:VIC），およびトウガラシに特異的なプライマー

配列に 4 種類の BStag を付加したプライマー（表－ 4）
を供試した．

III　結　　果

1　汎用性の高い BStag プライマーの検索

20 種類の BStag プライマーと 7 種類の植物由来

DNA を組合せ，Shimizu ら（2011）の反応条件（表－

2，A）で PCR を行い，非特異の増幅産物を比較した．

供試した DNA により非特異産物が増幅されにくい

BStag プライマーが異なったが，BS08，BS10，BS20
の 3 つは 7 種類すべての植物由来 DNA で非特異産物が

増幅されなかった（表－ 5，図－ 1）．

２　BStag を利用した多重ポストラベル法における

PCR の温度条件の検討

トウガラシ‘京都万願寺 2 号’の DNA および蛍光標

識した BStag，トウガラシに特異的な BStag プライ

マーミックスを供試し，PCR の温度条件を検討した．

PCR 溶液は Shimizu ら（2011）と同様にした（表－１，

KAPA 2G FAST）．温度条件は Shimizu ら（2011）の

条件を基に酵素供給元の推奨温度に従って設定した．表

－ 2 の A ～ D の温度条件では，A で最も非特異の増幅産

物が多かった．A の温度条件で多くの非特異産物が増幅

されたプライマーでも，B または C に温度条件を変える

ことで非特異産物の増幅が抑えられた．しかし，B の温

度条件では目的とする増幅産物も増幅しにくくなる傾向

が見られた（表－ 6，図－ 2）．

表－ 2　PCR の温度条件

表－ 3　供試した BStag プライマーの配列
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３　BStag を利用した多重ポストラベル法に使用す

る酵素およびプライマー数の検討

トウガラシの DNA およびトウガラシに特異的なプラ

イマーの BStag プライマーミックスを供試して，KAPA 
2G FAST（反応温度：表－ 2，A）と KAPA 2G FAST 

Multiplex Mix（表－ 2，C）の比較を行った．両方の酵

素で同様に目的とする増幅産物が得られた．非特異の増

幅産物は KAPA 2G FAST Multiplex Mix の方が少な

かった（図－ 3）．1 反応で同時に増幅させるプライマー

の数を検討したところ，プライマー対が 4 組以下の場合

表－ 4　供試したプライマーの配列
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表－ 5　BStag プライマーによる作物ごとの増幅産物の比較

表－ 6　非特異および目的とする増幅産物の温度条件による比較

図－ 1　BStag による増幅産物（鋳型 DNA : トウガラシ‘S3586’）
M : 100bp ladder marker ; 01 ～ 20 : BS01 ～ BS20
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はどちらの酵素でも同様の増幅産物が得られたが，プラ

イマー対が 6 組以上になると KAPA 2G FAST で増幅が

減少し，プライマーによっては増幅産物が得られない場

合もあった（図－ 3）．KAPA 2G FAST Multiplex Mix を

用いた場合，6 組以上のプライマー対でも増幅産物が得

られ，最大 8 組のプライマー対を用いた多型解析も可能

であった（図－ 3）．複数のプライマー対を用いたマル

チプレックス PCR では溶液中に複数の蛍光標識 BStag
が混在するが，増幅産物はそれぞれのプライマー対に対

応した蛍光標識 BStag のみで標識された（図－ 3）．

IV　考　　察

BStag を利用した多重ポストラベル法を効率よく行うた

めには，まず使用する BStag プライマーを選抜する必要

があるが，本研究の結果 BS08，BS10，BS20 が様々な植

物由来 DNA に対し汎用性が高いと考えられた．Shimizu
ら（2011）の報告ではカンキツ，リンゴ，ニホンナシ，ニ

ホングリ，オウトウ，ダイズ，キュウリ，ナス，トマト，

スイカ，トウガラシ，ホウレンソウで検討され，上記 3 種

類の BS-Tag 以外にも BS03，BS13，BS15，BS17 でも非

特異産物が増幅されないと報告している．本試験では

Shimizu ら（2011）より鋳型 DNA の供試量を増やして

いることも非特異産物が多く見られた一因と考えられるが，

品種や系統により非特異産物の増幅程度に差があることも

推測された．また，本研究で用いた BStag 以外にも

BStag の設計ができるため，非特異産物の増幅が多く見

られる場合には他の BStag 配列を検討する必要がある．

一方，Shimizu ら（2011）の反応条件で PCR を行い

非特異産物の増幅が多かった場合には，アニーリング温

度を上げるなど反応温度を変えることで減らすことが可

能であった．特に，目的とする増幅産物の付近に非特異

産物の大きな増幅が見られる場合には，有効な手段と考

えられる．しかし，アニーリング温度を上げることによ

り，目的とする増幅産物の増幅が減少してしまう場合も

あるため（表－ 6，図－ 2），用いるプライマーによっ

ては注意が必要である．

また，一度のマルチプレックス PCR に用いるプライ

図－ 2　異なる温度条件での増幅産物の比較
鋳型 DNA : トウガラシ‘京都万願寺２号’, プライマー : ge258-BS17
囲み内のバンド：目的の増幅産物（アリル数：1）
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マー対が 4 組以下の場合、原報どおりの溶液および条

件で問題がなかったが，プライマー対が 6 組以上の場

合は増幅産物が減少してしまう傾向が見られた（図－ 3）．
この場合，コストはやや上がるが酵素を KAPA 2G FAST 
か らMultiplex 専 用 酵 素（KAPA 2G FAST Multiplex 
Mix）に変更することで対応が可能であった．この

Multiplex 専用酵素（KAPA 2G FAST Multiplex Mix）
は，大幅に早い伸長率を持つホットスタート DNA ポリ

メラーゼを使用することで非特異産物を減少するととも

に全体の反応効率を高めていることから，本試験でのマ

ルチプレックス PCR においても多くのプライマー対で

の PCR が可能になったと考える．なお，複数のプライ

マーに対して同じ蛍光色素で標識された BStag を使用

する場合には，増幅産物のサイズと BStag の組み合わ

せなどを配慮し，同じ蛍光色素で似通ったサイズの増幅

産物ができないよう供試するプライマーを選ぶ必要があ

る．本試験では 8 組のプライマーまでのマルチプレッ

クス PCR が可能であったが（図－ 3），多数のプライ

マーを用いたマルチプレックス PCR においては，単独

反応時と比較して増幅が著しく劣るプライマーが存在す

る．そのため，多検体を供試する実験の前には，マルチ

プレックス PCR に不適なプライマーを予め除くなど詳

細な検討が必要と思われる．

V　摘　　要

BStag を利用したポストラベル法およびマルチプレッ

クス PCR に使用する，非特異産物が少なく，複数品目

間で汎用性の高い BStag 配列を選抜することができた．

また，BStag を用いた解析時に問題となる非特異の増幅

図－ 3　供試した酵素およびプライマー数による増幅産物の比較
鋳型 DNA : トウガラシ‘京都万願寺２号’

上段：KAPA 2G FAST，下段：KAPA 2G FAST Multiplex Mix
プライマー：

　　4 組（ge266-BS08, ge041-BS10, es741-BS17, es734-BS20）
　　6 組（ HpmsE016-BS20, es728-BS08, es737-BS10, PM32-BS17,es742-BS08, HpmsE072-BS17）
　　8 組（ ge266-BS08, ge041-BS10, es741-BS17, es734-BS20, es738-BS17, PM6-BS10, es732-

BS08, Hpms2-21-BS20）
囲み内のバンド：目的の増幅産物
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Summary

A post-labeling method for multiplexed genotyping analysis with a bar-coded split tag (BStag) is a useful tool 
to reduce labeling costs and the handling time of genotyping analyses. To apply this method to the genotyping of 
vegetables, we identified several BStag sequences that give no nonspecific amplified products with DNAs of 
various vegetable cultivars and lines. Changes to some PCR conditions, especially temperatures, also reduced 
nonspecific amplicons. Standard conditions using KAPA2G Fast DNA polymerase were sufficient for multiplex 
PCR analysis with up to four primers, but not with more than six primers. However, six to eight primers could 
be analyzed at once by using the KAPA2G Fast Multiplex Mix.
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産物について，PCR の温度条件を変更することである程

度軽減できた．また，一度のマルチプレックス PCR で

用いるプライマー対が 4 組以下であれば，原報どおりの

反応条件で問題はなかったが，6 組以上のプライマー対

を用いた場合，酵素を KAPA 2G FAST Multiplex Mix
に変更することで解析が可能となった．
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