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はじめに 

開発された植物のDNA品種識別技術を依頼試験等に用いる場合、品種の遺伝子型を判定

するために用いられているDNAマーカー（以下「マーカー」という。）の再現性や安定性

等の妥当性が確認されていることが重要である 1)。再現性、安定性の確認のための国際規格

としては、ISO 13495:2013「食品—特定の核酸を使用した品種識別方法の選択の原則と検証

基準」において、標準サンプルの設定、分析法の再現性、安定性を確認するための室内・室

間における妥当性確認のシステムが示されているが、個別の分析結果として得られるバンド

パターン等の妥当性確認の視点について、技術的な観点での統一的な判定基準は示されてお

らず、その細部は個々の分析技術者の経験に頼らざるを得ない状況にある。このような状況

の改善の一助として、農業・食品産業技術総合研究機構（以下「農研機構」という。）で

は、これまで種苗管理業務で実装するために実施してきたDNA品種識別技術の妥当性確認

のプロセスで得られた知見を以下に取りまとめ、公開することとした。 

なお、本文書に従った妥当性確認を実施する前段においては、確認の対象となる分析手順

（使用するマーカー、試薬、サンプル調製の手順等を含む）について十分な予備試験を行

い、PCRによる増幅や、遺伝子型の判定に支障がないマーカー及び試験方法が整っているこ

とが前提条件となる。 

なお、DNA品種識別技術については、近年の技術革新により、次世代シーケンサ等の適

用等も可能となってきているが、本文書では、これまで農研機構で主に用いられている以下

の3つのDNA分析手法について、マーカーの妥当性を判定する基準を示す。 

・ SSR（Simple Sequence Repeat）マーカーによる分析法 

・ CAPS（Cleaved Amplified Polymorphic Sequence）マーカーによる分析法 

・ RBIP（Retrotransposon Based Insertion Polymorphism）マーカーによる分析法 
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２ CAPSマーカーによる分析法 

 

CAPSマーカーによる分析法は、目的とする領域をPCRにより増幅した後、特定の塩

基配列を認識してDNAを切断する制限酵素でその産物を処理することによって多型を検

出する方法である。目的とするPCR増幅産物の特定の配列が品種によって異なり、制限

酵素で切断した後の産物長の違い（遺伝子型）を、アガロースゲル等を用いた電気泳動に

より確認する 2)。品種を識別するためには、複数マーカーの結果を組み合わせる必要があ

る 10), 11), 12)。 

なお、PCR増幅時において非特異的な増幅産物があると、その後の遺伝子型判定で誤判

定につながりかねない。このため、PCR増幅産物を電気泳動し、目的外のバンドがないこ

とを確認している。 

 

（１） PCR増幅の基準 

図8a, bは、妥当性があると評価したマーカーによるPCR増幅産物及び制限酵素処理後の

電気泳動像である。PCR増幅時（図8a）に目的外のバンドが確認されていない。 

図8c, dは、妥当性がないと評価したマーカーによるPCR増幅産物及び制限酵素処理後の

電気泳動像である。遺伝子型を判定するバンドの位置及びその近傍にPCR増幅の段階（図

8c）で非特異的なバンドが出現しているため、このマーカーは妥当性なしと評価する。 

 

 

 

  

a b 

c d 

図8．妥当性ありと評価するマーカー（a, b）及び妥当性なしと評価するマーカー（c, d）に

おけるPCR増幅時(a, c)及び制限酵素処理後(b, d)の電気泳動像の比較 

※赤枠は制限酵素処理後に遺伝子型を判定するバンドが出現する位置を示す。 
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（２） 制限酵素処理の再現性 

 開発者が実施した試験では制限酵素処理結果が明瞭であるが（図9a）、別の試験室での試

験では、制限酵素処理の結果が不明瞭で、切れ残りと思われるバンドが出現する場合には

（図9b）、開発者からの意見を聞いた上で試薬等を変更して再度試験を実施する。試薬等を

変更してもなお、このような状態が確認されるマーカーは妥当性なしと評価する。 

 

  a                                          b 

 

 

 

（３） バンドの判読基準（サイズ差） 

 遺伝子型を判定するバンドは、検出される場所が視覚的に異なっていることが求められ

る。例えば、図10では、遺伝子型を判定するバンドがサイズの異なる2本と明確に視認で

きるため、このマーカーは妥当性ありと評価する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図9．開発元(a)及び別の試験室(b)における制限酵素処理後の電気泳動像の比較 

図10．サイズの異なる2本のバンドと明確に視認できる制限酵素処理後の電気泳動像の例 

 AA AB BB
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３ RBIPマーカーによる分析法 

レトロトランスポゾンは、真核生物のゲノム内に存在する可動遺伝因子であり、コピー

アンドペースト型の複製を行う。その複製配列はゲノム上に散在し、ゲノム内に挿入され

た後は安定的に遺伝する。RBIPマーカーによる分析法は、レトロトランスポゾンの複製

配列の有無により多型を検出する方法である。具体的には、PCRによる増幅産物を電気泳

動し目的とするバンドの有無を判定する 2)。品種を識別するためには、複数マーカーの結

果を組み合わせる必要がある。 

バンドの有無のみで遺伝子型を判定することから、PCRによる増幅の成否が確認できる

必要がある。このため、目的バンドを増幅するプライマーだけでなく、目的とする植物の

DNAがあれば確実に増幅が確認できるプライマー（陽性コントロール）を各サンプルに

混合して反応させている 2), 13)。 

 なお、過去に実施した妥当性確認において、陽性コントロールよりさらに大きい非特異

的増幅産物は、目的とする増幅産物とは視覚的に明確に異なるため、妥当性の評価には影

響しないと判断していた。しかしながら、その後の情報収集の結果、刑事事件の裁判の証

拠として用いる場合、判定に疑義が生じる部分を徹底的に排除する必要があると考えられ

たことから、今後の妥当性の評価は以下の基準で行うこととした。 

 

（１） 遺伝子型判定の前提条件 

 図12aのように、陽性コントロールの増幅が安定している状態で、供試品種の遺伝子型を

判定する。 

 図12bのように、ターゲットとするバンドの増幅は見られているが、陽性コントロールの

増幅濃度が不均一の場合、目的とするバンドの増幅に対しても疑義が生じるおそれがあるた

め、遺伝子型の判定は行わない。このように、複数のマーカーを組み合わせる場合、用いる

マーカーの増幅が不均一となる分析手法は避け、目的産物と陽性コントロールの双方が安定

して確認できないマーカーは妥当性なしと評価する。 

 

 

 

 

 
図12．陽性コントロールが安定している電気泳動像(a)及び不均一な電気泳動像(b)の比較 

白矢印は陽性コントロールを、黒矢印は目的とするバンドを示す。 

                  

a b 
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