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話話話話 題題題題

・・・・組織組織組織組織，，，，細胞細胞細胞細胞，，，，核核核核，，，，DNA

・・・・DNA増幅法増幅法増幅法増幅法１１１１：：：：PCR

・・・・DNA増幅法増幅法増幅法増幅法２２２２：：：：LAMP法法法法
・・・・ＤＮＡＤＮＡＤＮＡＤＮＡ鑑定鑑定鑑定鑑定・・・・ＤＮＡＤＮＡＤＮＡＤＮＡ鑑定鑑定鑑定鑑定
・・・・農作物農作物農作物農作物のののの品種品種品種品種
・・・・品種識別技術品種識別技術品種識別技術品種識別技術がががが必要必要必要必要なななな理由理由理由理由
・・・・転移因子転移因子転移因子転移因子（（（（レトロトランスポゾンレトロトランスポゾンレトロトランスポゾンレトロトランスポゾン））））
・レトロトランスポゾンによる・レトロトランスポゾンによる・レトロトランスポゾンによる・レトロトランスポゾンによる品種識別技術品種識別技術品種識別技術品種識別技術のののの開発開発開発開発



身体，組織，細胞，核，DNA（１）

ヒトゲノムマップ
http://www.lif.kyoto-u.ac.jp/genomemap/



身体，組織，細胞 （２）



細胞，核，DNA（３）

細胞細胞細胞細胞

核核核核
染色体染色体染色体染色体

DNA 2本鎖本鎖本鎖本鎖



DNAの構造模型



DNAの構造と複製



DNAの複製
2本鎖本鎖本鎖本鎖DNA

1本鎖本鎖本鎖本鎖DNA



1985年、Mullisによって考案された
画期的なDNA増幅法。
1988年、耐熱性耐熱性耐熱性耐熱性のDNAポリメラー
ゼ（Taq DNAポリメラーゼ）が導入さ
れ、実用化された。

PCRサイクル1

PCRの原理プライマープライマープライマープライマー

増幅増幅増幅増幅しようとするしようとするしようとするしようとする
DNAのののの領域領域領域領域

PCRサイクルを25回ほど繰り返すこ
とにより、プライマーに挟まれた

PCRサイクル2PCR反応液
1. プライマー２種類（A,B)
2. 鋳型になるDNA
3. DNAポリメラーゼ
（複製酵素）

４．合成に使われる核酸

PCRサイクル
1. 熱変性
2. プライマー結合
3. プライマー伸長反応

とにより、プライマーに挟まれた
DNAの領域を，短時間にかつ簡便
に百万倍以上に増幅できる。PCRサイクル3

PCRサイクル4～25
１サイクルごとに２倍

225＝33,224,432



LAMP法の原理（１）
LAMP： Loop-Mediated Isothermal Amplification 

栄研化学栄研化学栄研化学栄研化学ののののHPからからからから http://loopamp.eiken.co.jp/lamp/principle.html



LAMP法の原理（２）

栄研化学栄研化学栄研化学栄研化学ののののHPからからからから http://loopamp.eiken.co.jp/lamp/principle.html



LAMP法の原理（３）

栄研化学栄研化学栄研化学栄研化学ののののHPからからからから http://loopamp.eiken.co.jp/lamp/principle.html



LAMPLAMP法実験結果法実験結果
きたのおとめマーカーきたのおとめマーカー

1    2    3試料添加65℃１時間反応後

１１１１．．．．きたのおとめきたのおとめきたのおとめきたのおとめ 葉抽出葉抽出葉抽出葉抽出DNA
２２２２．．．．きたのおとめきたのおとめきたのおとめきたのおとめ加糖餡抽出加糖餡抽出加糖餡抽出加糖餡抽出DNA
３３３３．．．．エリモショウズエリモショウズエリモショウズエリモショウズ葉抽出葉抽出葉抽出葉抽出DNA 左左左左ののののLAMP反応液反応液反応液反応液をををを電気泳動電気泳動電気泳動電気泳動したものしたものしたものしたもの

DNA合成合成合成合成のののの副産物副産物副産物副産物，，，，ピロリンピロリンピロリンピロリン酸酸酸酸とマグネシウムイオンのとマグネシウムイオンのとマグネシウムイオンのとマグネシウムイオンの結合結合結合結合によりによりによりにより白濁白濁白濁白濁



ヒトのDNAとDNA鑑定

• 一つの細胞に約28.5億の塩基対

• そのうちの約2％だけが遺伝子として働く

• DNA（型）鑑定は，遺伝子ではない領域の
なかで，同じ配列が繰り返し現れる場所をなかで，同じ配列が繰り返し現れる場所を
利用（ SSR: Simple Sequence Repeat また
は，STR：Short Tandem Repeat）

• 作物のDNA品種識別の多くはSSR（STR）
法を使う。



SSR（（（（STR））））法法法法

・・・・単純単純単純単純なななな塩基配列塩基配列塩基配列塩基配列（（（（例例例例：：：：AT））））

がががが繰繰繰繰りりりり返返返返しししし現現現現れるれるれるれる場所場所場所場所のののの
DNAををををPCRとととと呼呼呼呼ばれるばれるばれるばれる方方方方

法法法法でででで増幅増幅増幅増幅しししし、、、、繰返繰返繰返繰返しししし数数数数のののの違違違違
いをいをいをいを検出検出検出検出するするするする。。。。

AT AT AT AT AT AT AT AT

AT AT AT AT AT AT

繰返繰返繰返繰返しししし数数数数 ６６６６

繰返繰返繰返繰返しししし数数数数 ８８８８

同一同一同一同一のののの遺伝子座遺伝子座遺伝子座遺伝子座



・農作物のうち、遺伝的な特徴により同種の農作物
の他のものとは区分されるもの

農産物農産物農産物農産物のののの品種品種品種品種とはとはとはとは

ピオーネコシヒカリ 清水白桃

www.page.sannet.ne.jpからからからから www.naxnet.or.jpからからからから www.rakuten.co.jpからからからから



新品種育成者新品種育成者新品種育成者新品種育成者のののの権利保護権利保護権利保護権利保護

・新品種は、「知的財産」として、「種苗法」により
育成者の権利が保護されている。

・新しい品種の育成には、育成者の創意工夫に
基づく研究が必須。

・・・・種苗法種苗法種苗法種苗法：：：：育成者育成者育成者育成者はははは他者他者他者他者によるによるによるによる育成品種育成品種育成品種育成品種のののの増殖増殖増殖増殖、、、、
販売販売販売販売、、、、輸出入輸出入輸出入輸出入をををを制限制限制限制限できるできるできるできる。。。。

・さらに・さらに・さらに・さらに、、、、育成者権侵害物品育成者権侵害物品育成者権侵害物品育成者権侵害物品はははは、、、、輸入禁止輸入禁止輸入禁止輸入禁止
－－－－関税定率法関税定率法関税定率法関税定率法（（（（2003200320032003年年年年７７７７月改正月改正月改正月改正）－）－）－）－



新品種保護新品種保護新品種保護新品種保護のののの困難性困難性困難性困難性

・・・・種子種子種子種子、、、、いもいもいもいも等等等等でででで自己増殖自己増殖自己増殖自己増殖するするするする農作物農作物農作物農作物ではではではでは、、、、新品種新品種新品種新品種
のののの不正不正不正不正なななな種子増殖種子増殖種子増殖種子増殖とととと栽培栽培栽培栽培をををを防防防防ぐことがぐことがぐことがぐことが極極極極めてめてめてめて困難困難困難困難。。。。

・・・・産物産物産物産物ではではではでは、、、、外見外見外見外見でのでのでのでの品種品種品種品種のののの識別識別識別識別がががが極極極極めてめてめてめて困難困難困難困難。。。。

・さらに・さらに・さらに・さらに、、、、商品商品商品商品のののの不正表示不正表示不正表示不正表示もももも問題問題問題問題になることがあるになることがあるになることがあるになることがある。。。。

○○○○○○○○産産産産コシヒカリコシヒカリコシヒカリコシヒカリ 100%

・さらに・さらに・さらに・さらに、、、、商品商品商品商品のののの不正表示不正表示不正表示不正表示もももも問題問題問題問題になることがあるになることがあるになることがあるになることがある。。。。

実実実実はははは安価安価安価安価なななな別品種別品種別品種別品種をををを混米混米混米混米

ＤＮＡＤＮＡＤＮＡＤＮＡにににに基基基基づくづくづくづく鑑定技術鑑定技術鑑定技術鑑定技術のののの開発開発開発開発がががが急務急務急務急務



品種識別品種識別品種識別品種識別のためにのためにのためにのために既既既既にににに開発開発開発開発
されているされているされているされているDNA分析法分析法分析法分析法のののの原理原理原理原理

・・・・品種品種品種品種のののの間間間間でででで違違違違いがいがいがいが生生生生じるじるじるじる遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子をををを見出見出見出見出しししし、、、、そのよそのよそのよそのよ
うなうなうなうな違違違違いをいをいをいを、、、、いくつかのいくつかのいくつかのいくつかの遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子についてについてについてについて組組組組みみみみ合合合合わわわわ
せてせてせてせて、、、、品種品種品種品種をををを特定特定特定特定できるパターンをできるパターンをできるパターンをできるパターンを得得得得るるるる。。。。

・ヒトのDNA鑑定に使われている SSR（（（（Simple 

Sequence Repeat））））法法法法がががが、、、、農作物の品種識別にも多く
利用されている。



DNA分析法分析法分析法分析法によるによるによるによる農産物品種識別農産物品種識別農産物品種識別農産物品種識別

・・・・品種品種品種品種のののの間間間間でででで違違違違いがいがいがいが生生生生じるじるじるじる対立遺伝子対立遺伝子対立遺伝子対立遺伝子をををを見出見出見出見出しししし、、、、そのようそのようそのようそのよう
なななな違違違違いをいをいをいを、、、、いくつかのいくつかのいくつかのいくつかの遺伝子座遺伝子座遺伝子座遺伝子座についてについてについてについて組組組組みみみみ合合合合わせてわせてわせてわせて、、、、品品品品
種種種種をををを特定特定特定特定できるパターンをできるパターンをできるパターンをできるパターンを得得得得るるるる。。。。

・・・・SSR（（（（Simple Sequence Repeat））））法法法法
・・・・RAPD-STS（（（（Random Amplified Polymorphic DNA)

・・・・CAPS （（（（Cleaved Amplified Polymorphic Sequence））））・・・・CAPS （（（（Cleaved Amplified Polymorphic Sequence））））

SV01SV01SV01SV01 SV02SV02SV02SV02 SV03SV03SV03SV03
エリモショウズエリモショウズエリモショウズエリモショウズ ---- ++++ ----
きたのおとめきたのおとめきたのおとめきたのおとめ ++++ ++++ ++++
しゅまりしゅまりしゅまりしゅまり ---- ---- ++++
サホロショウズサホロショウズサホロショウズサホロショウズ ---- ++++ ++++
ホッカイシロショウズホッカイシロショウズホッカイシロショウズホッカイシロショウズ ++++ ++++ ----

RAPD-STSRAPD-STSRAPD-STSRAPD-STS
品種名品種名品種名品種名

RAPD-STSによるアズキによるアズキによるアズキによるアズキ品種品種品種品種のののの識別識別識別識別（（（（北海道中央農試北海道中央農試北海道中央農試北海道中央農試））））



農産物加工品分析農産物加工品分析農産物加工品分析農産物加工品分析におけるにおけるにおけるにおける課題課題課題課題（（（（１１１１））））

・・・・加工による検査DNAの断片化

右端右端右端右端のレーンはのレーンはのレーンはのレーンは生生生生のサツマイモのサツマイモのサツマイモのサツマイモ、、、、
そのそのそのその左左左左のののの７７７７レーンはレーンはレーンはレーンは干干干干しイモかしイモかしイモかしイモか

１１１１ ２２２２ ３３３３ ４４４４ ５５５５ ６６６６ ７７７７

500bp

1000bp

そのそのそのその左左左左のののの７７７７レーンはレーンはレーンはレーンは干干干干しイモかしイモかしイモかしイモか
らららら抽出抽出抽出抽出したしたしたしたDNAのののの電気泳動像電気泳動像電気泳動像電気泳動像

・対応：短いDNAでも分析可能な方法を
採用する。



農産物加工品分析農産物加工品分析農産物加工品分析農産物加工品分析におけるにおけるにおけるにおける課題課題課題課題（（（（２２２２））））

・・・・加工工程加工工程加工工程加工工程でのでのでのでの原料品種原料品種原料品種原料品種のブレンドのブレンドのブレンドのブレンド

SV01SV01SV01SV01 SV02SV02SV02SV02 SV03SV03SV03SV03
エリモショウズエリモショウズエリモショウズエリモショウズ ---- ++++ ----

RAPD-STSRAPD-STSRAPD-STSRAPD-STS
品種名品種名品種名品種名

RAPD-STSによるアズキによるアズキによるアズキによるアズキ品種品種品種品種のののの識別識別識別識別（（（（北海道中央農試北海道中央農試北海道中央農試北海道中央農試））））

－－－－小麦粉製品小麦粉製品小麦粉製品小麦粉製品，，，，練練練練りりりり製品製品製品製品，，，，おおおお茶茶茶茶，，，，・・・・ ・・・・ ・・・・ ・・・・ ・・・・

・「「「「しゅまりしゅまりしゅまりしゅまり」」」」と「「「「ホッカイシロショウズホッカイシロショウズホッカイシロショウズホッカイシロショウズ」」」」の「「「「練練練練りあんりあんりあんりあん」」」」からは，
「「「「きたのおとめきたのおとめきたのおとめきたのおとめ」」」」のパターンのパターンのパターンのパターンが検出。

エリモショウズエリモショウズエリモショウズエリモショウズ ---- ++++ ----
きたのおとめきたのおとめきたのおとめきたのおとめ ++++ ++++ ++++
しゅまりしゅまりしゅまりしゅまり ---- ---- ++++
サホロショウズサホロショウズサホロショウズサホロショウズ ---- ++++ ++++
ホッカイシロショウズホッカイシロショウズホッカイシロショウズホッカイシロショウズ ++++ ++++ ----



・課題：遺伝子座の対立遺伝子の組合せ
の固有性を原理とする方法では、品種識
別が困難。

農産物加工品分析農産物加工品分析農産物加工品分析農産物加工品分析におけるにおけるにおけるにおける課題課題課題課題（（（（２２２２））））

・・・・加工工程加工工程加工工程加工工程でのでのでのでの原料品種原料品種原料品種原料品種のブレンドのブレンドのブレンドのブレンド

別が困難。

・対応：目的品種に固有の遺伝的なマー
カーを開発する。
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レトロトランスポゾンレトロトランスポゾンレトロトランスポゾンレトロトランスポゾンレトロトランスポゾンレトロトランスポゾンレトロトランスポゾンレトロトランスポゾン

LTR型型型型（（（（例例例例：：：：Ty1-Copia レトロトランスポゾンレトロトランスポゾンレトロトランスポゾンレトロトランスポゾン））））

・・・・植物植物植物植物やややや動物動物動物動物のののの染色体染色体染色体染色体にににに、、、、多種類多種類多種類多種類かつかつかつかつ多数存在多数存在多数存在多数存在するするするする「「「「転転転転
移因子移因子移因子移因子」」」」とよばれるとよばれるとよばれるとよばれる遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの一種一種一種一種。。。。

・・・・細胞細胞細胞細胞へのストレスなどによりへのストレスなどによりへのストレスなどによりへのストレスなどにより、、、、自自自自らのコピーをらのコピーをらのコピーをらのコピーを作作作作りりりり、、、、
染色体染色体染色体染色体のののの別別別別のののの場所場所場所場所にににに挿入挿入挿入挿入（「（「（「（「転移転移転移転移」」」」とととと呼呼呼呼ばれるばれるばれるばれる））））するするするする。。。。

LTR型型型型（（（（例例例例：：：：Ty1-Copia レトロトランスポゾンレトロトランスポゾンレトロトランスポゾンレトロトランスポゾン））））

CP PR IN RT RHU3 R U5 U3 R U5

LTR LTR

ORFORFORFORF1111

ORFORFORFORF2222

5’UTR

3’UTR

非非非非LTR型型型型（（（（例例例例：：：：LINE レトロトランスポゾンレトロトランスポゾンレトロトランスポゾンレトロトランスポゾン））））



レトロトラ
ンスポゾン

染色体

レトロトランスポゾンのレトロトランスポゾンのレトロトランスポゾンのレトロトランスポゾンの複製複製複製複製・・・・転移転移転移転移レトロトランスポゾンのレトロトランスポゾンのレトロトランスポゾンのレトロトランスポゾンの複製複製複製複製・・・・転移転移転移転移

転写

逆転写 ↓↓↓↓

挿入

核核核核

細胞質細胞質細胞質細胞質



1 32 4 65 7 98 10 1211 13 1514 16 1817 19 2120 22 2423 2625

アズキアズキアズキアズキ品種品種品種品種「「「「しゅまりしゅまりしゅまりしゅまり」」」」にににに高度高度高度高度にににに特異的特異的特異的特異的なレトロトランスポゾン・マーカーなレトロトランスポゾン・マーカーなレトロトランスポゾン・マーカーなレトロトランスポゾン・マーカー

14:きたろまん（子）

平成平成平成平成19年度研究成果年度研究成果年度研究成果年度研究成果

1:きたのおとめ（子） 14:きたろまん（子）

15:十育137号

16:十育138号

17:きたほたる

18:ホッカイシロショウズ

19:とよみ大納言

20:東北小豆

21:延辺小豆

22:河北小豆

23:山西小豆

24:天津小豆

25:宝清小豆

26:狭西小豆

「「「「しゅまりしゅまりしゅまりしゅまり」」」」にににに高度高度高度高度にににに特異的特異的特異的特異的なレトロトランスポゾンなレトロトランスポゾンなレトロトランスポゾンなレトロトランスポゾン挿入部位挿入部位挿入部位挿入部位
をををを見見見見いだしいだしいだしいだし、、、、接続部接続部接続部接続部にプライマーをにプライマーをにプライマーをにプライマーを作作作作りりりりPCRPCRPCRPCRマーカーマーカーマーカーマーカー化化化化。。。。

××××

しゅまりしゅまりしゅまりしゅまり以外以外以外以外のののの栽培品種栽培品種栽培品種栽培品種などなどなどなど

しゅまりしゅまりしゅまりしゅまり

レトロトランスポゾン

1:きたのおとめ（子）

2:エリモショウズ

3:宝小豆

4円葉

5:しゅまり（子）

6:十育130号

7:十系486号

8:ほくと大納言（子）

9:十育80号

10:ベニダイナゴン

11:サホロショウズ（子）

12:アカネダイナゴン

13:中国在来



国内国内国内国内アズキアズキアズキアズキ品種品種品種品種におけるにおけるにおけるにおける品種判別品種判別品種判別品種判別
品種名

きたのおとめ＊
しゅまり＊
きたろまん＊
きたほたる＊
ときあかり＊
とよみ大納言＊
ほくと大納言＊
エリモショウズ
サホロショウズ
アカネダイナゴン
ホッカイシロショウズ
兵庫大納言
アケノワセ

「きたのおとめ」 「しゅまり」
特異マーカー 特異マーカー

＋ －
－ ＋
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －

＋：＋：＋：＋：増幅増幅増幅増幅ありありありあり
－：－：－：－：増幅増幅増幅増幅なしなしなしなし

平成平成平成平成１９１９１９１９年年年年１２１２１２１２月月月月のののの
段階段階段階段階でででで北海道北海道北海道北海道がががが育育育育
成者権成者権成者権成者権をををを持持持持つつつつ品種品種品種品種

□□□□：：：：

アケノワセ
新備中大納言
カムイダイナゴン
ハツネショウズ
ベニダイナゴン
ハヤテショウズ
栄小豆
寿小豆
岩手大納言
暁大納言
光小豆
宝小豆
円葉1号
早生大粒1号 
高橋早生
早生大粒
早生大納言
早生円葉
茶殻早生
剣先
＊平成19年12月現在で

－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －
－ －

をもつ品種



M 1 2 3 54 86 9 10 1211 13 14 15 1716 18 19 20 22 23217 24

25 2726 28 29 30 32 3331 34 35 3736 38 39 40 42 4341 44 45 4746 48

49 50 52 5351 54 55 5756 58 59 60 62 6361 64 65 6766 68 69 70 7271

M

M

P1-KIT

QC

P1-KIT

QC

P1-KIT

QC

♀♀♀♀エリモショウズエリモショウズエリモショウズエリモショウズ

♀♀♀♀宝小豆宝小豆宝小豆宝小豆
F5

きたのおとめきたのおとめきたのおとめきたのおとめ

きたのおとめ識別マーカーの特異性きたのおとめ識別マーカーの特異性

P1-Kit QC

きたのおとめきたのおとめきたのおとめきたのおとめ ○ ○

円葉円葉円葉円葉(刈刈刈刈６３６３６３６３号号号号) ○ ○

日本在来日本在来日本在来日本在来２２２２系統系統系統系統 ○ ○

他他他他８１８１８１８１品種品種品種品種 × ○

73 74 75 7776 78 79 80 82 8381 84M

QC

P1-KIT

QC

QCが確認できなかったものは再検定を
行い、P1-KITの増幅が無いことを確認。

♂♂♂♂円葉円葉円葉円葉(刈刈刈刈６３６３６３６３号号号号)

F5



M M1 432 1 432 1 432

きたのおとめ エリモショウズ 市販餡

加熱加工アズキ餡からの加熱加工アズキ餡からのDNADNA抽出抽出

1：200mg 2：100mg 3：50mg 4：10mg

1000bp



M 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 5 6 M

100bp

きたのおとめ エリモショウズ 市販餡(A)

加熱加工アズキ餡における品種識別実験加熱加工アズキ餡における品種識別実験

(A)きたのおとめ識別マーカー

(B)クオリティーチェックマーカー

1：200mg

2：100mg

3：50mg

4：10mg

5：きたのおとめゲノムDNA

6：エリモショウズゲノムDNA

100bp

100bp

(B)
M 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 5 6 M

きたのおとめ エリモショウズ 市販餡



2 3 4 5 6M 1 7 8 9 M (A)きたのおとめ識別マーカー

(B)クオリティーチェックマーカー

・餡

きたのおとめ：しゅまり：エリモショウズ

1：1mg：100mg：100mg

2：10mg：100mg：100mg100bp

(A)

混合した加熱加工アズキ餡における品種識別実験混合した加熱加工アズキ餡における品種識別実験

2 3 4 5 6M 1 7 8 9 M

2：10mg：100mg：100mg

3：50mg：100mg：100mg

4：100mg：100mg：100mg

5：0mg：100mg：100mg

6：きたのおとめ 200mg

・ゲノムDNA

7：きたのおとめ

8：しゅまり

9：エリモショウズ

100bp

100bp

(B)



RLVA

●●●●RLVA（（（（Retrotransposon like Vigna Angularis））））はははは、、、、アズキ・アズキ・アズキ・アズキ・
ゲノムでゲノムでゲノムでゲノムで転写活性転写活性転写活性転写活性のあるのあるのあるのある別別別別のレトロトランスポゾン・のレトロトランスポゾン・のレトロトランスポゾン・のレトロトランスポゾン・SGｒｒｒｒ7ファファファファ
ミリーへのミリーへのミリーへのミリーへの挿入配列挿入配列挿入配列挿入配列としてとしてとしてとして発見発見発見発見

●●●●発見発見発見発見されたされたされたされたRLVAのののの2個個個個のコピーのコピーのコピーのコピー（（（（Clone8、、、、Clone6））））はははは、、、、そそそそ
れぞれれぞれれぞれれぞれ別別別別ののののSGｒｒｒｒ7配列配列配列配列にににに挿入挿入挿入挿入されていたされていたされていたされていた

Clone8はははは、、、、多数多数多数多数のアズキのアズキのアズキのアズキ品種品種品種品種にそのにそのにそのにその挿入挿入挿入挿入がががが存在存在存在存在Clone8はははは、、、、多数多数多数多数のアズキのアズキのアズキのアズキ品種品種品種品種にそのにそのにそのにその挿入挿入挿入挿入がががが存在存在存在存在
Clone6はははは、、、、中国中国中国中国のののの数品種数品種数品種数品種にのみそのにのみそのにのみそのにのみその挿入挿入挿入挿入がががが存在存在存在存在
⇒⇒⇒⇒アズキアズキアズキアズキ品種分化品種分化品種分化品種分化のののの段階段階段階段階でででで転移転移転移転移

＝＝＝＝転移性転移性転移性転移性をををを維持維持維持維持したしたしたした配列配列配列配列かかかか

●●●●2配列配列配列配列はいずれもはいずれもはいずれもはいずれもSolo LTRとととと推定推定推定推定

●●●●RLVAはアズキゲノムはアズキゲノムはアズキゲノムはアズキゲノム中中中中にににに多数多数多数多数のコピーがのコピーがのコピーがのコピーが存在存在存在存在

TG solo LTR         CA

TSD TSD



RLVA内部配列内部配列内部配列内部配列のののの調査調査調査調査

Solo LTR RLVA

Full Length RLVA

LTR_down

LTR_up

PBS PPT

約約約約4kbp

P PM

しゅまりしゅまりしゅまりしゅまり 円葉円葉円葉円葉

P：：：： 両方両方両方両方のプライマーをのプライマーをのプライマーをのプライマーを使用使用使用使用

・・・・２２２２品種品種品種品種のののの配列配列配列配列はははは相同相同相同相同であったがであったがであったがであったが、、、、 LTRにはさまれたにはさまれたにはさまれたにはさまれた領域領域領域領域にはにはにはには、、、、既知既知既知既知のレトロのレトロのレトロのレトロ
トランスポゾンのトランスポゾンのトランスポゾンのトランスポゾンのORF構造構造構造構造とととと一致一致一致一致するするするする配列配列配列配列はははは得得得得られなかったられなかったられなかったられなかった
・・・・5’LTRにににに内接内接内接内接するするするするPBS (Primer Binding Site)はははは存在存在存在存在：：：： tRNA_aspのののの3’末端相補末端相補末端相補末端相補
配列配列配列配列であったであったであったであった
・ダイズ・レトロトランスポゾン・ダイズ・レトロトランスポゾン・ダイズ・レトロトランスポゾン・ダイズ・レトロトランスポゾンDiasporaのののの相同配列相同配列相同配列相同配列のののの部位部位部位部位があったがあったがあったがあった

相同性相同性相同性相同性があるがあるがあるがある領域領域領域領域にプライマーにプライマーにプライマーにプライマー（（（（Diaspora_up））））をををを設計設計設計設計しししし、、、、IRAP

（（（（Inter-Retrotransposons Amplified Polymorphism））））調査調査調査調査



IRAP産物調査産物調査産物調査産物調査

【【【【しゅまりしゅまりしゅまりしゅまり：：：：S32】】】】

約約約約600bp

PM P

しゅまりしゅまりしゅまりしゅまり 円葉円葉円葉円葉

P：：：： 両方両方両方両方のプライマーをのプライマーをのプライマーをのプライマーを使用使用使用使用 【【【【しゅまりしゅまりしゅまりしゅまり以外以外以外以外】】】】

PBS:75bp

しゅまりのしゅまりのしゅまりのしゅまりの約約約約600bpのののの増幅増幅増幅増幅をシーケンスしたをシーケンスしたをシーケンスしたをシーケンスした（（（（S32））））
・しゅまりの・しゅまりの・しゅまりの・しゅまりのRVLAのこののこののこののこの挿入部位挿入部位挿入部位挿入部位ののののPBSにはにはにはには、、、、tRNA_aspのののの
全長配列全長配列全長配列全長配列75塩基塩基塩基塩基がががが存在存在存在存在（（（（ tRNA のののの全長全長全長全長ががががDNAにににに逆転写逆転写逆転写逆転写ささささ
れてれてれてれて、、、、挿入挿入挿入挿入されたことがされたことがされたことがされたことが示唆示唆示唆示唆））））

LTR_down

Diaspora_up

P：：：： 両方両方両方両方のプライマーをのプライマーをのプライマーをのプライマーを使用使用使用使用 【【【【しゅまりしゅまりしゅまりしゅまり以外以外以外以外】】】】

×



しゅまりしゅまりしゅまりしゅまり特異的特異的特異的特異的PBS領域領域領域領域のののの品種間多型調査品種間多型調査品種間多型調査品種間多型調査

1:きたのおとめきたのおとめきたのおとめきたのおとめ（（（（子子子子））））
2：：：：エリモショウズエリモショウズエリモショウズエリモショウズ
3：：：：宝小豆宝小豆宝小豆宝小豆
4：：：：円葉円葉円葉円葉
5：：：：しゅまりしゅまりしゅまりしゅまり（（（（子子子子））））
6：：：：十育十育十育十育130号号号号
7：：：：十系十系十系十系486号号号号
8

14:きたろまんきたろまんきたろまんきたろまん（（（（子子子子））））
15：：：：十育十育十育十育137号号号号
16：：：：十育十育十育十育138号号号号
17：：：：きたほたるきたほたるきたほたるきたほたる
18：：：：ホッカイシロショウホッカイシロショウホッカイシロショウホッカイシロショウ
ズズズズ

19：：：：とよみとよみとよみとよみ大納言大納言大納言大納言
20：：：：東北小豆東北小豆東北小豆東北小豆

M 1    2   3    4   5   6   M 7  8   9   10 11 12 13

M  14 15 16 17 18 19  M 20 21 22  23 24 25 26

8：：：：ほくとほくとほくとほくと大納言大納言大納言大納言（（（（子子子子））））
9：：：：十育十育十育十育80号号号号
10：：：：ベニダイナゴンベニダイナゴンベニダイナゴンベニダイナゴン
11：：：：サホロショウズサホロショウズサホロショウズサホロショウズ
（（（（子子子子））））

12：：：：アカネダイナゴンアカネダイナゴンアカネダイナゴンアカネダイナゴン
13：：：：中国在来中国在来中国在来中国在来

20：：：：東北小豆東北小豆東北小豆東北小豆
21：：：：延辺小豆延辺小豆延辺小豆延辺小豆
23：：：：山西小豆山西小豆山西小豆山西小豆
24：：：：天津小豆天津小豆天津小豆天津小豆
25：：：：宝清小豆宝清小豆宝清小豆宝清小豆
26：：：：狭西小豆狭西小豆狭西小豆狭西小豆

※M：λHindⅢ＋100bp laddar Marker



しゅまりのしゅまりのしゅまりのしゅまりの系譜系譜系譜系譜

♀♀♀♀エリモショウズエリモショウズエリモショウズエリモショウズ

♂♂♂♂浦佐浦佐浦佐浦佐（（（（島根島根島根島根））））

♀♀♀♀十育十育十育十育130号号号号

♀♀♀♀エリモショウズエリモショウズエリモショウズエリモショウズ

しゅまりしゅまりしゅまりしゅまり

挿入挿入挿入挿入はははは浦佐浦佐浦佐浦佐にににに由来由来由来由来
するとするとするとすると推定推定推定推定

○○○○

○○○○

××××

××××

××××

♀♀♀♀エリモショウズエリモショウズエリモショウズエリモショウズ

♂♂♂♂黒小豆黒小豆黒小豆黒小豆（（（（岡山岡山岡山岡山））））

♂♂♂♂十系十系十系十系486号号号号

【【【【品種識別品種識別品種識別品種識別マーカーとしてのマーカーとしてのマーカーとしてのマーカーとしての実用性実用性実用性実用性】】】】
北海道立中央農業試験場北海道立中央農業試験場北海道立中央農業試験場北海道立中央農業試験場がががが国内外国内外国内外国内外のアズキのアズキのアズキのアズキ遺伝資源遺伝資源遺伝資源遺伝資源につにつにつにつ
いていていていて調査調査調査調査したしたしたした結果結果結果結果、、、、このこのこのこのPCRマーカーはマーカーはマーカーはマーカーは、、、、 「「「「しゅまりしゅまりしゅまりしゅまり」」」」をををを識別識別識別識別すすすす
るためにるためにるためにるために、、、、極極極極めてめてめてめて実用性実用性実用性実用性がががが高高高高いいいいことがことがことがことが判明判明判明判明

××××



レトロトランスポゾン・マーカーのレトロトランスポゾン・マーカーのレトロトランスポゾン・マーカーのレトロトランスポゾン・マーカーの利点利点利点利点レトロトランスポゾン・マーカーのレトロトランスポゾン・マーカーのレトロトランスポゾン・マーカーのレトロトランスポゾン・マーカーの利点利点利点利点

１１１１））））品種内系統品種内系統品種内系統品種内系統からからからから作物種作物種作物種作物種のレベルまでのレベルまでのレベルまでのレベルまで、、、、識別性識別性識別性識別性のののの極極極極めめめめ
てててて高高高高いいいい固有固有固有固有マーカーのマーカーのマーカーのマーカーの開発開発開発開発がががが可能可能可能可能。。。。

２２２２））））加工加工加工加工によりによりによりによりDNAがががが断片化断片化断片化断片化したしたしたした製品製品製品製品にもにもにもにも対応可能対応可能対応可能対応可能。。。。

３３３３））））LAMP法法法法によるによるによるによる簡易検出技術簡易検出技術簡易検出技術簡易検出技術やややや原料品種原料品種原料品種原料品種のののの構成割合構成割合構成割合構成割合
PCR

LAMP
をををを推定推定推定推定するするするする技術技術技術技術（（（（リアルタイムリアルタイムリアルタイムリアルタイムPCR））））へのへのへのへの利用利用利用利用がががが容易容易容易容易。。。。

４４４４））））品種育成品種育成品種育成品種育成のののの系譜系譜系譜系譜にににに由来由来由来由来するするするする固有固有固有固有マーカーはマーカーはマーカーはマーカーは、、、、品種内品種内品種内品種内
多型多型多型多型のののの可能性可能性可能性可能性がががが極極極極めてめてめてめて低低低低いいいい。。。。

５５５５））））活動型配列活動型配列活動型配列活動型配列のののの同定同定同定同定によりによりによりにより、、、、将来育成将来育成将来育成将来育成されるされるされるされる品種品種品種品種へのへのへのへの対対対対
応応応応がががが可能可能可能可能。。。。



レトロトランスポゾン・マーカーのレトロトランスポゾン・マーカーのレトロトランスポゾン・マーカーのレトロトランスポゾン・マーカーの課題課題課題課題レトロトランスポゾン・マーカーのレトロトランスポゾン・マーカーのレトロトランスポゾン・マーカーのレトロトランスポゾン・マーカーの課題課題課題課題

１１１１））））新品種新品種新品種新品種にはそのにはそのにはそのにはその品種品種品種品種にににに固有固有固有固有のののの挿入部位挿入部位挿入部位挿入部位をををを同同同同
定定定定するするするする必要必要必要必要があるがあるがあるがある。。。。

２２２２））））品種品種品種品種やややや系統系統系統系統にににに固有固有固有固有のマーカーをのマーカーをのマーカーをのマーカーを開発開発開発開発するためするためするためするため２２２２））））品種品種品種品種やややや系統系統系統系統にににに固有固有固有固有のマーカーをのマーカーをのマーカーをのマーカーを開発開発開発開発するためするためするためするため
にはにはにはには、、、、活動型活動型活動型活動型のレトロトランスポゾンのレトロトランスポゾンのレトロトランスポゾンのレトロトランスポゾン配列配列配列配列をををを同定同定同定同定
するするするする必要必要必要必要があるがあるがあるがある。



まとめまとめまとめまとめまとめまとめまとめまとめ

• 農作物農作物農作物農作物のののの加工品加工品加工品加工品についてについてについてについて原料品種原料品種原料品種原料品種をををを識別識別識別識別するためにはするためにはするためにはするためには、、、、
断片化断片化断片化断片化したしたしたしたDNAでもでもでもでも対応対応対応対応がががが可能可能可能可能なななな品種固有品種固有品種固有品種固有マーカーのマーカーのマーカーのマーカーの
開発開発開発開発がががが必要必要必要必要。。。。

• サツマイモサツマイモサツマイモサツマイモ：：：：高系高系高系高系14号号号号のののの系統群系統群系統群系統群でででで活動型活動型活動型活動型のレトロトランスのレトロトランスのレトロトランスのレトロトランス
ポゾンをポゾンをポゾンをポゾンを見出見出見出見出しししし、、、、加工品加工品加工品加工品にもにもにもにも対応対応対応対応したしたしたした系統固有系統固有系統固有系統固有マーカーマーカーマーカーマーカー
開発開発開発開発。。。。開発開発開発開発。。。。

• アズキアズキアズキアズキ：：：：開発開発開発開発がががが望望望望まれていたまれていたまれていたまれていた2品種品種品種品種でレトロトランスポゾでレトロトランスポゾでレトロトランスポゾでレトロトランスポゾ
ンによるンによるンによるンによる固有固有固有固有マーカーマーカーマーカーマーカー開発開発開発開発。。。。

→DNA鑑定学会鑑定学会鑑定学会鑑定学会によるによるによるによる妥当性妥当性妥当性妥当性のののの試験実施中試験実施中試験実施中試験実施中

• レトロトランスポゾンによるレトロトランスポゾンによるレトロトランスポゾンによるレトロトランスポゾンによる品種固有品種固有品種固有品種固有マーカーのマーカーのマーカーのマーカーの開発開発開発開発にはにはにはには
活動型活動型活動型活動型のののの配列配列配列配列のののの同定同定同定同定がががが重要重要重要重要。。。。
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AAAAAA

B

C

D

U3 R U5 U3 R U5

AAAAA

AAAAA

AAAAA

tRNAをプライマーとした逆転写開始

RNaseHによるRNA分解

ss(strong stop)DNAの転移

PBS PPT5’ 3’

逆転写逆転写逆転写逆転写・・・・２２２２本鎖本鎖本鎖本鎖DNA複製複製複製複製のステップのステップのステップのステップ

逆転写逆転写逆転写逆転写

転写転写転写転写

F

G

H

E AAAAA

I

ss(strong stop)DNAの転移

RNaseHによるPPT領域以外の
RNA（tRNA含む）分解

： tRNA

： RNA

： DNA
この部位に挿入配列として存在している理由は不明

cDNA

合成合成合成合成



Q   M   D   V   K   T   A   F   L ・・・・ ・・・・ ・・・・
CAA ATG GAC GTA AAA ACA GCA TTT CTA

・・・・ ・・・・ Y   V   D   D   M

TAT GTG GAC GAC ATG

Ty1-Copia

CP PR IN RT RHU3 R U5 U3 R U5

サツマイモサツマイモサツマイモサツマイモLTR型型型型レトロトランスポゾンレトロトランスポゾンレトロトランスポゾンレトロトランスポゾンRtsp-1

逆転写酵素領域逆転写酵素領域逆転写酵素領域逆転写酵素領域（（（（RT））））

CAA ATG GAC GTA AAA ACA GCA TTT CTA

G       T   G   G   G   G   C T G

C       C   C       C

T       T   T       T

TAT GTG GAC GAC ATG

C   A   T   T  

C

LTR型レトロトランスポゾンの逆転写酵素領域に見られる保存アミノ酸
配列から、縮重DNAプライマーを設計し、ゲノムDNAを鋳型にPCRを
行うことで、ゲノムに存在する配列を網羅的にクローニングした。



転移活性のある配列を単離するための方法

・・・・最最最最もももも最近最近最近最近のののの時点時点時点時点でででで転移転移転移転移したファミリーのしたファミリーのしたファミリーのしたファミリーの配列配列配列配列はははは、、、、ほぼほぼほぼほぼ同一同一同一同一。。。。
・・・・長長長長いいいい期間転移期間転移期間転移期間転移していないファミリーのしていないファミリーのしていないファミリーのしていないファミリーの配列配列配列配列はははは分化分化分化分化。。。。

・サツマイモ・サツマイモ・サツマイモ・サツマイモTy1-Copia型型型型レレレレ

トロトランスポゾントロトランスポゾントロトランスポゾントロトランスポゾン逆転写逆転写逆転写逆転写
酵素酵素酵素酵素(RT)のののの５０５０５０５０配列配列配列配列についについについについ
てててて、、、、系統樹系統樹系統樹系統樹をををを作成作成作成作成。。。。
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仮定仮定仮定仮定

てててて、、、、系統樹系統樹系統樹系統樹をををを作成作成作成作成。。。。

クラスターがクラスターがクラスターがクラスターが最小最小最小最小ののののGr1
をををを最最最最もももも最近転移最近転移最近転移最近転移したしたしたした配列配列配列配列
のコピーとのコピーとのコピーとのコピーと推定推定推定推定。。。。
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：：：：ブートストラップブートストラップブートストラップブートストラップ確率確率確率確率95%以上以上以上以上



転移活性のある配列を単離するための方法（続き）

・・・・Gr1Gr1Gr1Gr1のののの配列配列配列配列をををを基基基基にににに、、、、このファミリーにこのファミリーにこのファミリーにこのファミリーに特異性特異性特異性特異性のののの高高高高いいいい3‘RACE3‘RACE3‘RACE3‘RACE
ププププライマーライマーライマーライマー(Gr1,Gr1_down)(Gr1,Gr1_down)(Gr1,Gr1_down)(Gr1,Gr1_down)をををを設計設計設計設計しししし、、、、このファミリーのこのファミリーのこのファミリーのこのファミリーの転写転写転写転写
配列配列配列配列をををを選択的選択的選択的選択的にににに検出検出検出検出。。。。

Gr1  DDDDGCBBBBTTYYYYCTTCATGGAGATCTTGAAGAAGAGATATATATGCTCCAGCCTGAAGGATTTGAGAAGGATTTGAGAAGGATTTGAGAAGGATTTGA
Gr2  AGCATTCCTTAAYYYYGGTGATCTAGAAGAGGWWWWGGTTTWWWWTATGAAACAACCTGAAGGWWWWTTCTC
Gr3  CGCTTTCTTRRRRAATGGTGARRRRTTAGATGAGGAAATCTAYYYYATGRRRRAVVVVCAACCHHHHGAAGGBBBBTTTRRRRTGr3  CGCTTTCTTRRRRAATGGTGARRRRTTAGATGAGGAAATCTAYYYYATGRRRRAVVVVCAACCHHHHGAAGGBBBBTTTRRRRT
Gr4  ---------GAATGGTVMVMVMVMTYYYYTVDVDVDVDCWWWWGAAACDDDDGTNNNNTWWWWTATGHRWHRWHRWHRWCAACCDDDDCCDDDDGGKKKKTATDNDNDNDN

* **     *    **     * *  ***   ** **    ** *    

Gr1  AGACAAAGAGAATCAGACAAAGAGAATCAGACAAAGAGAATCAGACAAAGAGAATCAGAACTTGGTTTGCAGGTTGAACAAATCTCTRTACGGTYAGGTTGAACAAATCTCTRTACGGTYAGGTTGAACAAATCTCTRTACGGTYAGGTTGAACAAATCTCTRTACGGTYTAAAGCA
Gr2  TTCTAGKRKRKRKRAWWWWGGTGAGMMMMAYYYYTTRRRRGTTTGYYYYAAGCTYYYYAAGAARRRRTCCATWWWWTAYYYYGGAYYYYTAAAACA
Gr3  KKKKGTTBBBBCDGGCCAAGAAARDRDRDRDAAAGTDDDDTGYYYYAAATTRRRRGTTAARRRRTCRYRYRYRYTHHHHTATGGYYYYTTGAARRRRCA
Gr4  TGATVHVVHDVHVVHDVHVVHDVHVVHDCWWWWTCCDDDDGATCATGTDDDDTGYYDNYYDNYYDNYYDNTTRRRRAARMRMRMRMGVVVVTCBBBBTTATATGGBBBBTTRRRRAAGCA

** **     *       **  * ** **  * ** **

各各各各グループのグループのグループのグループの合意配列合意配列合意配列合意配列のののの一部一部一部一部とプライマーとプライマーとプライマーとプライマー設計位置設計位置設計位置設計位置

Gr1 Gr1_down



転写配列転写配列転写配列転写配列(Rtsp-1)のののの単離単離単離単離

・・・・高系高系高系高系14141414号号号号カルスカルスカルスカルス由来由来由来由来ののののｃｃｃｃDNADNADNADNAについてについてについてについて、、、、RTRTRTRT配列上配列上配列上配列上にににに設計設計設計設計したプライマーによりしたプライマーによりしたプライマーによりしたプライマーにより、、、、

３３３３‘‘‘‘RACERACERACERACEをををを行行行行いいいい、、、、RHRHRHRH領域領域領域領域でポリアデニルでポリアデニルでポリアデニルでポリアデニル化化化化されたされたされたされた産物産物産物産物（（（（ ①①①① ）、）、）、）、3’3’3’3’末端末端末端末端ののののLTRLTRLTRLTR

（（（（U3,RU3,RU3,RU3,R領域領域領域領域))))をををを含含含含むむむむ断片断片断片断片をクローニングをクローニングをクローニングをクローニング （（（（②②②②））））

・・・・両端両端両端両端ののののLTRはははは同同同同じじじじ配列配列配列配列であることによりであることによりであることによりであることにより、、、、U5領域領域領域領域のののの配列決定配列決定配列決定配列決定（（（（③③③③））））

AAAAA・
・

3'cDNA（（（（カルスカルスカルスカルス由来由来由来由来））））

RT RH U3 R

AAAAA・
・①①①①

PolyT_AnchorゲノムゲノムゲノムゲノムDNA

5'
3'

LTR3
Anti

NC PR IN RT RHU3 R U5 U3 R U5

②②②②

LTR3

・①①①①

③③③③

AAAAA・
・


