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米粒からの簡易な DNA抽出と RAPD法による兵庫県奨励品種の識別

吉田晋弥*李余良**玉木克知*塩飽邦子場

聾約

DNAによる兵庫県産米の品種特別を行うため，生葉および米粒から抽出した DNAを用いて

RAPD(Random Amplified Polymorphic DNA)法による品種潤の多型解析を行った.

1 ~三葉から抽出した DNA での RAPD 解析により，rコシヒカリ j や「山田錦J 等の兵庫県における水

稲主要品種の判別が可能であることが明らかとなった.

2 米粒での品種特別を狩うために，米粒からの簡易 DNA抽出j去を検討した結果，ベンチで砕いた米粉

に夜接抽出液を加えることにより容易に DNAが抽出できた.また、抽出時を室i昆条件で行っても PCR

の鋳型とするに十分な量の DNAが得られるが，米粉を含む抽出i夜を600Cで1時間保温処理するとより

効果的であった.

3 米粒からの DNAを用いた RAPD法による多型解析の結果は， ~主葉から抽出した純度の高い DNA を

用いた場合とよく一致し，この方法によっても品種判別が可能であった.

Rapid DNA Extraction from Rice Grain and 

Identification of Rice Cultivars Produced in Hyogo Prefecture by the RAPD Method 

Shinya YOSHIDA， Yu-Ling Li， Katutomo TAMAKI and Kuniko SHIWAKU 

Summary 

DNA polymorphism was analyzed by the RAPD (Random Amplifi巴dPolymorphic DNA) method to 

discriminat巴ricev釘ietiescultivated in Hyogo prefecture， using DNA extracted from fresh leaves and the grain. 

1 It became possible to identify the rr時orv釘ietiesin Hyogo prefecture by this method， using DNA extracted 

from fresh leaves. 

2 Rice grain DNA was rapidly巴xtract巴dfrom flour which was made by crushing the grain with a pairs of pli巴r

and was directly dipped into the extraction buffer. Although the DNA was suffici巴ntly巴xtractedby the 

incubation of the extraction buffer containing rice flour at room t巴mperaturefor thr，巴巴 hours，the grain DNA 

extraction was more eぽicientlyachieved by the incubation at 60
0

C for on巴hour.

3 RAPD patterns observ巴din th巴grainDNA co汀espondedto those of the DNA extracted from fr巴shleaves of 

the same varieties. Therefore， it is considered that the RAPD method using the DNA巴xtractedfrom th巴grain

is applicable to the discrimination of rice v訂ieties.
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緒 首

近年の水稲品種の多様化に伴い，栽培および流通段階

における的確な品種判別が求められている.特に，兵庫

県産の酒米品種f山間錦jは高い評価を得ており，その地

位を維持するためにも流通段階での米粒における品種判
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7JUは極めて重要で、ある.

米の品種判別については，従来から粒形の外観の酉像

解析からの判加法が松永ら5) により報告されているが，

その判定には，限界があると共に，精米条件等の異なる

自米においては，品識を判別することは，槌めて密難と

されてきた.一方， DNAレベルでの遺伝的多型に基づく

イネ品種の判別は，生薬あるいは，核から抽出した DNA

を用いた制限酵素断片長多型(RFLP)を中心に研究が進

められてきたが2.9.J1)本法は，比較的多量の DNAを必要
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とすると共に，多裂の検出手臓が煩雑なため，米粒への

適用は困難であった.しかし，任意の塩基配列を有する

合成DNAをプライマーとした PCR (Plymerase Chain 

R巴action)によるDNA多型(RandomAmplified Polymorphic 

DNA，以下RAPD)検出法は，非常に強力な品種問定技術

として，各種作物で利用されつつある10) イネ品種にお

いては，外国産米を中心とした研究が進められてきてい

たが，近年， 00内藤米の品種照でも RAPD法により判別
可能で、あることが報告されている 1.4.8)

そこで，本報告では，兵庫県における奨励品種の判別

を行うために を用いた RAPDt会出におけるプライ

マーの選定とそのタイピングを行うと共に，玄米等の米

粒からの簡易なDNA抽出法を検討し，品種判定の可能性

を考察した.

なお，本研究の実施にさきたっては，中央農業技術セン

ター・農業試験場作物部および酒米試験地より材料等を

提供していただき，感謝の意を表する.

米粒をペンチで粉砕

↓ 
米粉を1.5mlマイクロ遠心チュ…ブlこ入れる

↓ 
450μlのONA挽出液を加える

ONA抽出液の組成

200mM Tris-HCI (pH7.5) 

250mM NaCI 

25mM EOTA 

0.5% SOS 

蜜混に30分静罷

↓ 
ベレットサウベンダーでホモジナイス'

↓ 
ONAの抽出

l 
抽出温度:窓温または唱60'C

抽出時間:1または唱3時間

遠心後、400μiの上清を採取

l イ寸十十一→叫一ル山/
2ι圃ブ口パノ一ル(30∞Oμμ1)を混合して逮心
↓ 
70%エタノーjレによりONAを5*)争
↓ 
50μ!のTEに溶解(1μiをPCR反応に利馬)

鴎1 米粒から DNA抽出手}II買

材料および方法

1.イネ生薬からの DNA抽出

RAPDによる多型解析のための材料としては，本県の

奨励品種である20品種を供試した.国場で生育中の個体

から 8月上旬に採取した各品種の展開恵後の生薬(約S

g)を液体窒素中で磨砕し， MurrayとThompson(1980) 7) 

の方法により DNAを抽出した.

2.米粒からの DNA抽出

玄米試料は，当センター農業試験場作物部ゼ栽培され

た平成10年産の酒米品種を用いた.白米は，試験用精米

機(佐竹製作所)により90，75及び60%に摘精し，供試

試料とした。米粒からのDNAの抽出は，察組織からの

箆易 DNA単離法3)を参考に，鴎 lに示した抽出条件

の検討を行った.

3. 抽出 ONA 霊の)Jì~定

米粒から粗抽出されたDNA溶液(10μ1)にRNaseA(1 

mg/mI)を 2μ1加え， 37"Cでl時間 RNAを分解した.

この DNA浴液は， TE (10mM Tris， 1 mM EDTA)で50

μ!とし， 25μiの20%ポリエチレングリコーjレ6000溶

液を加えてo'Cで1時間氷冷後， 15， 000 rpmで15分間
の遠心により沈殿したDNAを50μ!の蒸留水に溶解して、

260nmの吸収率で定量した.

4. PCRによる DNAの増瞳

生薬あるいは，米粒から抽出した DNAを鋳裂とし，

Perkin-Elm巴r社製DNAサーマルサイクラー (GeneAmp 

PCR system 9600)を用いて， RCRを行った.プライマー

としては，大坪ら 8) 及びMackill4)の報告を基に

Operon Technologie社より市販されているランダムプラ

イマー 20種類 (OPA-2 ， 8， OPB-18， OPC-7， 15， 

OPD鮒 3， 8， 12， OPE-6， OPF-4， OPG-2 ， 5 ， 9， OPI-

16， OPM-2， 11， OPQ-16， OPS-13， OPT嗣 8，16)を用

いた。反応液には， 15mM Tris-HCl pH 8. 0， 50mM KCl 

2. 5 mMMgCI2を含む25μiの緩衝液中に， lOng鋳型

DNA， 1μMプライマー，各200μMdNTP，および，

DNA合成酵素として0.5UnItの AmpliTaqGold™ (Perkin 

Elm巴r社製)を加えた。サーマルサイクラーの設定は， 95'C 

(30秒)，40'C (30秒)，72'C (1分30秒)の条件で， 45サイク

ルとした.

5. PCR増嬬DNAの電気泳動

10μiのPCR反応i夜は，0.5XTBE(45mMTris， 45n'lM 

ホウ酸， 1 mM EDTA)緩衝液中の1.5%アカ、.ロースゲJレ

に添加して電気泳動を行った.泳動後の DNAは，臭化

エチジウムで染色し，紫外線照射により観察した.

結果
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罰2 兵庫県における水稿奨励品種DNAを用いたRAPDの電気泳動パターン

闘中の矢印は、品種荷で多裂を示したバンドをしめす。

2 

2 
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各レーン番号の品種名:1はごぜ、ん 2フクヒカリ 3コシヒカリ， 4キヌヒカリ 5どんとこい， 6日本靖，

7あじまる 8ヤマピコ， 9中生新千本， 10金南風，日ヒノヒカ 1)，12五百万石， 13たかね錦， 14兵庫北錦，

15兵庫夢錦，16出回錦，17ハツキネ，ヤマフクモチ，19しろたえもち，20はりまもち



4 兵庫県農業技術センター研究報告〔農業編〕第48号 (2000)

密3 兵庫県水稲推奨品種におけるRAPDパターン

闘はバンド有り、白はバンド無し

1.生葉からの抽出 DNAを用いた RAPD法による兵庫

県奨励品種の多型解析

まず，比較的良質なDNAが多量に抽出可能な生業を用

いて， RAPD法による多裂検出の可能性について，調査

を行った.その結巣， RAPD解析に用いたランダムプラ

イマー 20種類中10種類のプライマーによるPCR増幅DNA

繍出滋皮

始前時鑓

フェノール処理

A 

DNA 

室混 60't 
1~ 3~ 1~ 

+開+ー+

歯4 米粒(山田錦玄米)から抽出したDNA(A)とOPB

-18プライマーを用いたPCR増幅麗物(B)の比較

表1 各種抽出条件における米1粒からの DNA抽出
量の比較

弛出 フェノーjレ

時間処理の有無

1時間

出
度
一
温

抽
混
一
室

DNA抽出量 標準偏差
(時)

272 土 97
230 土 20
546 ::1: 9ヨ

十 436 土 68

60
0

C 1時間 一 372 土131
十 454 土 70

注)DNAの抽出料は、 10粒での平均値を示した。

十

3時間

表2 精米程度の異なる米からの抽出 DNA量の比較

精米程度 l粒あたりの 標準偏差
DNA抽出量(ng)

玄米 331 ::1:148 

90% 483 土216
75% 338 土 15
60% 241 土 50

1主1)DNAの抽出量は、 10粒での平均値を示した。
2 )各DNAは、 60"Cで1時間抽出後、フェノール
処理を行った。

において，図2に示すように比較的明瞭な多型が観察さ

れた.特に， OPB-18， OPG-5およびOPT-8では，複

数の多型バンドが観察され，品種識別のためのランダム

プライマーとして有効であることが判った.図3に示す

ように10種類のプライマーを用いたPCRにより増幅さ

れる明瞭な多型バンドの総数は16種で，これらの多型バ

ンドにより，rキヌヒカ 1)Jと「どんとこいjおよび「中

生新千本jと「金南風j以外のすべての品種の判別が可

能であった.回2に示した以外にも，比較的増幅率の低

い多型バンドが観察されたが，再現性が低いために品種

識別への利用は，困難であった.

2.米粒からの DNAの抽出と品種識別

米粒からの抽出法では，吸水処理およびホモジナイズ

の段階が非常に困難であったが，あらかじめ，軍手のア

ルミホイールに挟み込んだ米粒をベンチで砕き，直接抽

出液を加えることにより簡便に処理することができた.

抽出条件については，室温での静置でも可能であった

が， 60
0

Cで保撮することで，より短時間で効率的な抽出

が行えた。表lに示すように，抽出 DNA量は，室温l

時間抽出で玄米 l粒当たり約250ngであるのに対し

て， 60
o
C処理では，約2倍の500ngで、あった.また，フェノ-

Jレ/クロロフオjレム処理は，抽出DNA量には，影響がなかっ

た.
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M 玄米 60% 90% 75% 
r開問剛剛山一ーi i叩問問一一ー， r-一岨四一一..， r四回一一問問問吋

関5 精米程度の異なる米(山田錦)から抽出した
DNAを用いたPCR産物の比較

プライマーの種類:OPB-18 

OPB.18 OPD・3 OPG・5

12  3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

図6 i@米玄米から抽出した DNAを鋳型として
OPB-18， OPD-3および、OPG-5のプライマー

用いた RAPDの電気泳動パターン

品種名:1;五百万石 2;たかね錦 3;兵庫北錦
4;兵康夢錦町山田錦

寸:山田錦で検出される多型バンド

司:il.J閉錦以外の品種で検出される多型バンド

各抽出条件から得た DNA溶液を用いた PCR産物を比

較した給巣，関4に示すように，フェノーjレ/クロロフォ

ルム処理を行わない場合，比較的長いDNA領域の増幅率

が低下する傾向を示した.

精米歩合の異なる米からの 1粒当たりの DNA抽出量は，

2に示すように，玄米粒と比較して60%精白米粒で低

下したが，粒重当たりの抽出量は，向上する傾向を示し

た.さらに，それぞれの揚精歩合の精米から抽出した

DNAを鋳型としたPCR産物を比較した結果，盟 5に示す

ように，掲精歩合の高い米から抽出したDNAを用いた方

がより明瞭な泳動像が得られた.r山間錦jを他の品種

から判別できる OPB-18，OPD-3およびOPG-5をブρライ

マーとして，酒米5品穂の米粒からの簡易抽出DNAによ

るRAPD解析を行った結果，図6に示すように，生業か

ら抽出した高純度DNAにおいて検出された多型バンド

と向ーのパターンが検出され，品種の判別が可能であっ

た.

4
2

内
，
蜘
帽
。

考 察

兵庫県渡米における各品種のRAPD解析による多型バ

ンドは，大坪ら 8)の報告とほぼ一致する結果を得ること

ができた.しかし，一部のプライマー (OPM-2および

OP下16)では，明擦な多型バンドのパターンを観察する

ことができなかった。これは， PCRにおけるアニーリン

グ温度を大坪ら 8) の場合36
0Cとしているのに対して，

この試験では，パターンにおける不安定な増幅バンドを

低減化させる臣的で， 40"Cでアニーリングしたことによ

ると思われる.また，今回用いたランダムプライマーに

よるパターンのタイピングでは，rキヌヒカ 1)Jと「どん

とこいjおよび「中生新千本jと f金南風jの判別がで

きなかった.前者の場合， rどんとこいJの育成におい
て「キヌヒカリ Jが交配親とされており，遺伝的に近縁

なためと考えられる。平成10年度における兵庫県内の普

通うるち米品種では，rコシヒカ 1)Jが12，035haで全水稲
作付け面積の28%を，また，醸造用うるち米品種では，

f山田錦jが5，022haと全水稲作付け面積の11.7%を占め

ており，他品種と比較して作付け面積が大きいとともに，

高品質米として取引価格が高いことからも，これらの品

種がその他品種と判別できる ζ との意義は，大きいと考

えられる.

近年，現地栽培画場において，異形株が見られる場合

があり，品種の混在によるかどうかを明らかにすること

が求められる事例があり，こうした状抗でのDNAによる

水稲の品種判別に対しては，生薬からの常法による DNA

抽出が可能?ある.一方，育苗前の穂子の検定や流通段

階における混米等については，玄米あるいは，掲精後の

白米からの簡易な DNA抽出法の確立が必要である。米粒

からの DNA抽出に関しては，大坪ら 8)や荒巻J)の報告が

あるが，前者については，市販キットを用いた比較的多

(約6g)の米粉からの抽出であり，米1粒単位での厳密

な判定が行えない。後者については，米1粒からの抽出

ではあるが，米粒の粉砕および，抽出操作が煩雑であり，

比較的高価な試薬が必要なことから，多点試料の迅速な

判別には，改繋が求められる.そこで，今留米粒に対し

て，通常の業組織からの街易DNA抽出法を一部改変する

ことにより RAPD解析に十分な量と質の DNAの抽出が
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可能となった.特に抽出量については，玄米粒では，荒

巻らの方法と比較して，やや抽出量が劣る傾向が見られ

るが，精白米では，ほほi可等の値安示し， RAPD法によ

る米粒の品種判別のためのDNA抽出法としては，今回の

簡易法が効率的であることが判った.

以上の結巣から主主薬から抽出したDNAと両様に，米粒に

おいても簡易に抽出した DNAにより品種判別が可能で

あることが明らかとなったが，より的確な判別を行うた

めに，今故以下の点に関してさらなる諦査が必要と考え

られる.まず，今思の鵠査で半四日の悶難であった品種間

の判別に利用できるランダムプライマーを検索するとと

もに， RAPDにより検出された DNA多型を STS

(Sequence Tagged Sites)化6)することで，より再現性の

高い多型検出法の確立が必要である。また，地域におけ

る特産米を目指して多様な品種が作付けされたり、酒米

のように酒造メーカーとの契約栽培において，本県の奨

励品種以外の品種が栽培さたりすることがあるので，さ

らに幅広い品種でのDNA多型のタイピングを確立する

必要がある.
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