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要 約 埼玉県育成の水稲新品種「えみほころ」と県内主要品種を識別可能な DNA マーカーの

選定および異品種混入を定量的に検出する技術を検討した．mPing 挿入多型を判別する DNA
マーカーを用いて解析した結果，No.34 と No.64 の組合せにより「えみほころ」と埼玉県主要

品種・系統を識別することが可能であった．このマーカーを対象として，異品種混入を検出す

るためのプライマーセットを設計し，玄米混合試料を用いて検証した結果，0.5%程度の割合ま

で検出することが可能であった．また，内在性遺伝子を補正に用いる手法を用いることで，混

入割合の定量も可能になると考えられた．本試験で開発した手法は低い混入割合まで検出でき

るため，種子中の異品種の検出に有用な技術であると考えられる． 
 
 
 
 
 埼玉県では高温登熟耐性を持つ水稲新品種とし

て「えみほころ」が育成され（大岡ら，2023），
2024 年 3 月 31 日時点で「埼玉県主要農作物種子

条例」に基づき認定品種に採用されている．本県

ではこの条例に基づき，認定品種を含む水稲奨励

品種等の優良種子を生産，供給している．このよ

うな種子生産では，一般的に原品種と形態的，生

態的に異なる株の除去により種子の純度を維持し

ているが，これらの差異が小さい異品種の判別は

困難であるため，DNA マーカー等を用いた確認

技術の開発が重要となる．このような技術を活用

して種子中の異品種混入程度を明らかにできれば，

混種の発生時期や原因の絞り込みが可能となり得

る． 
 水稲品種を識別する技術として，単純反復配列

（SSR）や一塩基多型（SNP），挿入欠失（InDel）
など様々な遺伝的多型を DNA マーカーとして利

用する手法がある（橋本ら，2004，江嶋ら，2007，
小原ら，2007，森谷ら，2009，癸生川ら，2013，
渡邉ら，2015，両角ら，2018，橋口・藤川，2021，
村上ら，2022，渡辺ら，2024）．各育成機関では

知的財産権の保護等を目的として品種識別のため

の DNA マーカーセットの開発や選定が行われて

おり，一部の先行研究では混入試料中の異品種検

出についても検討されている．著者らも mPing
挿入多型判別マーカーを利用して埼玉県育成水稲 

 
*遺伝子情報活用担当，**遺伝子情報活用担当（現 加須農林振興センター） 
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品種の「むさしの 27 号」を識別する技術および

異品種の混入を検出する技術を開発した（小山・

宗方，2023）．本報では，埼玉県の新たな育成新

品種である「えみほころ」を対象として，mPing
挿入多型判別マーカーを利用した識別技術および

種子中の異品種混入を検出する手法を開発したの

で報告する． 
 本試験の実施にあたり，試料の分譲をいただい

た有限会社但木米店に深謝の意を表する． 
 

材料および方法 
 
 1 「えみほころ」品種識別マーカーの選定 
(1) 供試品種 

 埼玉県育成品種・系統である「えみほころ」，「彩

のかがやき」，「彩のみのり」，「彩のほほえみ」，「彩

のきずな」，「むさしの 26 号」，「むさしの 27 号」，

「むさしの 29 号」，「むさしの 33 号」「さけ武蔵」

および「へいせいもち」と，他県や民間育成品種

である「コシヒカリ」，「あきたこまち」，「ひとめ

ぼれ」，「日本晴」，「朝の光」，「あかね空」，「キヌ

ヒカリ」，「新生夢ごこち」および「峰の雪もち」

の合計 20 種類の種子を供試した． 
 
(2) mPing 挿入多型の判別 

 始めに岸根・奥西（2014）の mPing 挿入多型

判別マーカー224 種類について，「えみほころ」の

多型を調査した．「えみほころ」と岸根・奥西

（2014）で供試された品種の多型を比較し，「え

みほころ」識別に有効と考えられるマーカーを選

定した．選定したマーカーについて，「えみほころ」

を除く前述の品種・系統の多型を解析し，「えみほ

ころ」との識別が可能か検証した． 
 玄米からの DNA 抽出，PCR，mPing 挿入多型

判別マーカーにおける遺伝子型の判定は小山・宗

方（2023）に従った．すなわち，玄米をミルサー 
IFM-800（岩谷産業）で粉砕し，GM Quiker2（ニ

ッポンジーン）を用いて DNA を抽出した後，

GoTaq Green Master Mix（プロメガ）を用いて

PCR を行った．PCR には岸根・奥西（2014）付

表の各プライマーセットを供試した．アガロース

ゲル電気泳動により 100-500bp の増幅産物が認

められた場合を mPing「挿入なし」，500-900bp

の増幅産物が認められた場合を mPing「挿入あ

り」と判定した． 
 
 2 異品種混入の検出技術の開発 
(1) 供試品種 

 識別マーカーとして選抜した No.34 と No.64
において mPing 挿入がある「えみほころ」と，

mPing 挿入がない「彩のほほえみ」を供試した． 
 
(2) リアルタイム PCR 条件 

 リアルタイム PCR 反応液の組成は 1ng/µL 
DNA 溶液 3.00µL，Nuclease Free Water 2.22µL，
5µM フォワードプライマー 0.75µL，5µM リバー

スプライマー 0.75µL， 20×EvaGreen（Biotium） 
0.75µL, 50× ROX reference dye（TOYOBO） 
0.03µL ，  AmpliTaq Gold 360 Master Mix
（Thermo Fisher Scientific） 7.50µL の計 15µL
とした．反応は 95℃ 10 分の後，95℃ 15 秒，60℃ 
30 秒を 40 サイクル繰返す条件で実施した．検出

および解析には Stratagene Mx3000P（Agilent 
Tech.）を用いた． 
 
(3) 異品種混入の検出プライマーセットの開発 

 No.34 と No.64 において mPing 挿入の無い品

種を特異的に検出するプライマーセットを設計し

た（表 1）．設計条件は，フォワードまたはリバー

スいずれかのプライマーが mPing 挿入予想箇所

をまたぎ，かつ，増幅産物長が 70-200bp，Multiple 
Primer Analyzer（Thermo Fisher Scientific）に

よる確認でSelf Dimer や Cross Primer Dimer が
無いこととした．参照配列には「日本晴」のゲノ

ム配列（IRGSP-1.0）を用いた．これらのプライ

マーセットを用い，「えみほころ」および「彩のほ

ほえみ」のDNA を鋳型として，リアルタイム PCR
を実施した．選定したプライマーセットの増幅領

域について，イネアノテーションプロジェクトデ

ータベース RAP-DB で提供されているゲノムブ

ラウザ TASUKE+（https://agrigenome.dna.affrc. 
go.jp/tasuke/ricegenomes/）を用いてイネ 685 品

種・系統における保存性を調査した． 
 
(4) 玄米混合試料を用いた検出限界の検討 

 本調査には「えみほころ」および「彩のほほえ 
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表 1 供試プライマー 

対象領域 プライマー名 プライマー塩基配列（5'-3'） 引用元 

No.34 F TGCTCCATCGCTTCGTATCC 岸根・奥西（2014） 
 qF01 TCCCGTGGATTACTCATGTTT 本試験で設計 
 qF02 CGGAGGGGAGTAT_TATTGTAGGC  〃 
 qF03 AATGTGAACGGAGGGGAGTAT_TAT  〃 
 qF04 GTGAACGGAGGGGAGTAT_TATTG  〃 
 R CCTCGCTGACCATTGCCTAC 岸根・奥西（2014） 
 qR01 TGCCTACAATA_ATACTCCCCTCC 本試験で設計 
 qR02 CATTGCCTACAATA_ATACTCCCCT  〃 
 qR03 ATTAGGTCGCCACGTAAGGG  〃 
 qR04 TTTCGCGGGAGACGGTAAAT  〃 
 qR05 ATTGCCTTTGTCCGGGTTTC  〃 
 qR06 TATAACGGCCGGTGCTTACG  〃 
 qR07 CCGCTTTGAATGAATGCCGT  〃 
 qR08 CTTAAGCACCATTCCCGCCA  〃 
 qR09 CTGACCATTGCCTACAATA_ATACTC  〃 

No.64 F GCATCTCGTCTCGTTCCATC 岸根・奥西（2014） 
 qF01 TGATGCGAGGTCCAACGAAA 本試験で設計 
 qF02 GGTAGAGGCTCTCTCGAGGT  〃 
 qF03 AGTATAGCTTA_TTAGGATCCTCCC  〃 
 qF04 AGCTTA_TTAGGATCCTCCCGT  〃 
 R AAACCATACATTTCAGCCATAGC 岸根・奥西（2014） 
 qR01 CGGGAGGATCCTAA_TAAGCTATAC 本試験で設計 
 qR02 AGAACGGGAGGATCCTAA_TAAGC  〃 
 qR03 GCCATAGCTGCAAGACAAGC  〃 
 qR04 GAACGGGAGGATCCTAA_TAAGCT  〃 
 qR05 GAAGAACGGGAGGATCCTAA_TAA  〃 

PLD2 3959F GCTTAGGGAACAGGGAAGTAAAGTT 厚生労働省（2012） 
 4038R CTTAGCATAGTCTGTGCCATCCA  〃 

網掛けは mPing挿入予想箇所にまたがるプライマーを表す． 

_は mPing挿入予想箇所を表す． 

 
み」と，「えみほころ」に対し「彩のほほえみ」を

重量比 0.1，0.5，1.0，5.0，10％相当の割合で混

合した玄米試料を供試した．重量比 0.5～10%の

混合試料は玄米の状態で秤量後に混合し，ミルサ

ーで粉砕した．重量比 0.1%の試料は両品種の玄米

をそれぞれミルサーで粉砕した粉末を秤量後に混

合した．混合試料は割合別に 3～5 反復を作製し

た．各試料から GM Quiker2 を用いて DNA を抽

出し，濃度を 1ng/µL に調製した．各 DNA 試料

を鋳型としてリアルタイム PCR を 3 反復行った．

プライマーセットは，No.34 では No.34-qF04 と

No.34-qR03 ， No.64 で は No.64-qF02 と

No.64-qR05 を供試した（表 1）． 
 
(5) 内在性遺伝子を用いた補正による異品種混入割

合の推定 

 内在性遺伝子を異品種混入割合の補正に用いる

推定手法（以下，EG 補正法）は，トウモロコシ

やダイズにおいて遺伝子組換え個体の混入量を定

量的に調査する方法として開発されており，分析

試料中の対象作物に共通する内在性遺伝子配列と

検出対象個体のみが有する遺伝子組換え配列のコ

ピー数から推定混入割合を算出する手法である

（Kuribara et al.，2002，Mano et al.，2013）．
本試験では内在性遺伝子として PCR効率が高く，

品種間でのばらつきが小さいとされるPLD2遺伝

子領域を使用した（Takabatake et al., 2015）．ま

た，遺伝子組換え領域の代替え配列として「えみ

ほころ」以外の異品種が有する mPing 挿入なし

の DNA 領域を用いて試験を行った． 
 供試試料中の DNA コピー数解析用の検量線の

作製は以下のとおり行った．まず，表 1 に示した

No.34-qF04 と No.34-qR03 ， No.64-qF02 と

No.64-qR05，PLD3959F と PLD4038R の各プラ
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イマーセットを用いて「彩のほほえみ」DNA を

鋳型に PCR を行った．これらの増幅産物を ISO 
SPIN PCR Product（ニッポンジーン）で精製し，

その濃度から各 DNA を 101，102，103，104 
copies/µL に調製した．調製した各 DNA 試料を鋳

型としてリアルタイム PCR を 4 反復行い，得ら

れたデータをもとに検量線を作製した． 
 PLD2 遺伝子領域については，2-(4)で供試した

「えみほころ」および「彩のほほえみ」と玄米混

合試料 DNA 中のコピー数を算出するため，それ

らを鋳型に PLD3959F と PLD4038R をプライマ

ーセットとしたリアルタイム PCR を 3 反復行っ

た． 
 異品種の推定含有割合（％）は Kuribara et al.
（2002）および Mano et al.（2013）の計算式を

参考に算出した．まず，検量線を用いて「えみほ

ころ」，「彩のほほえみ」および混合試料の鋳型

DNA 中の各配列のコピー数を求めた．そして，

以下の計算式により混合試料中の異品種の推定含

有割合(%)を算出した．なお，本試験では Kuribara 
et al.（2002）の計算式における“Copies of 
endogenous sequence in the DNA extracted 
from GM seeds（遺伝子組換え作物種子の内在性

遺伝子のコピー数）”について，品種間のばらつき

をより抑えるために“「えみほころ」と「彩のほほ

えみ」両品種 DNA の PLD2 配列の平均コピー数”

とした． 
異品種の推定混合割合（％）＝ 

 混合試料のマーカー配列のコピー数 ×  両品種 DNA の PLD2 配列の平均コピー数  混合試料の PLD2 配列のコピー数 ×  「彩のほほえみ」DNA のマーカー配列のコピー数 × 100 
 

 
結果および考察 

 
 1 「えみほころ」品種識別マーカーの選定 
 「えみほころ」の多型を調査した結果，224 マ

ーカーのうち 209 マーカーで「挿入あり」または

「挿入なし」の多型を決定した（データ省略）．こ

れらと岸根・奥西（2014）で供試された品種の多

型を比較した結果，「えみほころ」のみで「挿入あ

り」または「挿入なし」となるマーカーは確認さ

れなかった．「えみほころ」と同様の多型を示す品

種が最も少ないマーカーは No.34 で，「えみほこ

ろ」の他「キヌヒカリ」の１品種のみ「挿入あり」

の多型を示した．No.34 に次ぐマーカーは No.64
であり，「えみほころ」の他「あきたこまち」「は

えぬき」「こしいぶき」「つがるロマン」「ササニシ

キ」「こがねもち」の６品種が「挿入あり」の多型

を示した．岸根・奥西（2014）は 2012 年におけ

る農産物検査数量が概ね 2 万トン以上である全国

の 33 品種を供試しており，これらの品種とも識

別可能であると考えられるNo.34とNo.64の組合

せを「えみほころ」識別マーカーとして選定した． 
 県育成品種・系統および埼玉県内で栽培される

品種を含めた計 20 品種について No.34 と No.64
の 2 マーカーの多型を解析した結果，いずれのマ

ーカーにおいても「挿入あり」の多型を示した品

種は「えみほころ」のみであった（図 1）．これら

のことから，選定したマーカーを組合せて検定す

れば「えみほころ」と他の品種・系統を識別可能

であることが確認された． 
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 2 異品種混入の検出プライマーセットの開発およ

び選定 
 No.34 ではフォワードプライマー4 種類とリバ

ースプライマー9 種類により，計 19 組合せ，No.64
では各 5 種類により，計 13 組合せのプライマー

セットを設計した（表 1，2）．これらを用いたリ 

図 1 mPing 挿入多型判別マーカーNo.34 および 

No.64 における 20 品種・系統の多型 

M：100bpDNA ラダーマーカー 

図左側の矢印は各マーカーの多型別の増幅産物長の位

置を表す．（L：mPing 挿入あり，S：mPing 挿入なし） 
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表 2 定量検出プライマーセットの有用性検証 

No.34 
プライマー組合せ リアルタイム PCR 検出  

No.64 
プライマー組合せ リアルタイム PCR 検出 

Fw Rv えみほころ 彩のほほえみ Ct 値*  Fw Rv えみほころ 彩のほほえみ Ct 値* 

1 qF01 qR01 + + 27.27  1 F qR01 + + 27.67 

2 qF01 qR02 + + 27.11  2 qF01 qR01 + + 27.80 

3 qF01 qR09 + + 28.99  3 qF01 qR02 + + 28.29 

4 qF02 qR03 + + 27.58  4 qF02 qR01 + + 27.65 

5 qF02 qR04 + + 27.57  5 qF02 qR02 + + 27.89 

6 qF02 qR05 + + 27.18  6 qF03 qR03 + + 28.28 

7 qF02 qR06 + + 28.49  7 qF04 qR03 + + 27.52 

8 qF02 qR07 + + 27.18  8 F qR04 + + 28.65 

9 qF02 qR08 + + 32.73  9 qF01 qR04 + + 29.78 

10 qF03 qR03 - + 30.04  10 qF02 qR04 + + 29.50 

11 qF03 qR04 - + 30.38  11 F qR05 - + 29.24 

12 qF03 qR05 - + 30.60  12 qF01 qR05 - + 30.61 

13 qF03 qR06 - + 32.15  13 qF02 qR05 - + 29.20 

14 qF03 qR07 - + 31.51        

15 qF04 qR03 - + 29.04        

16 qF04 qR04 - + 29.79        

17 qF04 qR05 - + 29.76        

18 qF04 qR06 - + 31.26        

19 qF04 qR07 - + 30.13        

表中の記号はリアルタイム PCR による増幅の有無を表す．（+：増幅あり，-：増幅なし） 

網掛けは mPing 挿入予想箇所にまたがるプライマーを表す． 

*：「彩のほほえみ」DNA 試料の測定で得られた Ct 値を表す． 

 
アルタイム PCR の結果，想定された「えみほこ

ろ」で検出なし，「彩のほほえみ」で検出ありを示

すプライマーセットは，No.34で10組合せ，No.64
で 3 組合せであった（表 2）．供試プライマーのう

ち mPing 挿入予想箇所以降の 3’末端の塩基長が

概ね5bp以下の場合に「えみほころ」で検出なし，

6bp 以上の場合に検出ありとなった．両マーカー

の mPing 挿入の隣接配列はプライマー設計に用

いた「日本晴」の配列と相同性が高いとされる（岸

根・奥西, 2014）．このことから，mPing 挿入予

想箇所以降の 3’末端が 6bp 以上のプライマーは 3’
末端のみで挿入の隣接配列と結合を起こし，「えみ

ほころ」においても非特異的に増幅したと考えら

れる． 
各プライマーセットのうち，「彩のほほえみ」

DNA 試料における Ct 値が最小となる組合せは

No.34-15 (qF04/qR03)と No.64-13 (qF02/qR05)
であった．いずれの反応においても鋳型とした

DNA 量は同じであるため，これらのセットは増

幅効率および検出感度が高いと推察されることか

ら，異品種混入の定量検出プライマーセットとし

て選定した．  

選定したプライマーセットの増幅領域を

TASUKE+により解析した結果，比較品種・系統

のほとんどで増幅効率に影響するプライマーの結

合領域の変異は確認されなかった（データ省略）．

そのため，これらの領域は保存性が高いと考えら

れ，「彩のほほえみ」以外の同様の遺伝子型を示す

品種・系統の検出においても選定したプライマー

セットは適用可能であると推察される．ただし，

本試験で対象とした以外の品種・系統で異なる変

異を持つ場合の適用性は不明である． 
 
 3 開発した検出手法の検出限界の検討 
 「えみほころ」に異品種が混入した場合を想定

した玄米混合試料を用いてリアルタイム PCR を

行った結果，選定したプライマーセット No.34-15
および No.64-13 ともに「彩のほほえみ」の混入

量が 0.5%以上の試料全てにおいて増幅が確認さ

れた（表 3）．同混入量が 0.1%の試料においては，

No.34-15 では 9 反復中 6 反復，No.64-13 では 9
反復中 5 反復で増幅が確認された．これらのこと

から，本検出方法による異品種の検出限界は 0.1
～0.5%程度であると考えられた． 
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表3 玄米混合試料を用いた検出，定量限界の調査 

混合割合(w/w) （実混入割合） No.34 No.64 

0.1% （0.10 ～ 0.11 %） 6 / 9 5 / 9 

0.5% （0.54 ～ 0.68 %） 12 / 12 12 / 12 

1% （1.00 ～ 1.14 %） 15 / 15 15 / 15 

5% （5.26 ～ 5.47 %） 9 / 9 9 / 9 

10% （10.43 ～ 10.88 %） 9 / 9 9 / 9 

表中の数字は「検出数 / PCRサンプル反復数」を表す． 

 
 水稲における異品種混入検出技術については，

品種判別マーカー等を利用した様々な報告があり，

その検出限界割合は 0.2～20%程度である（橋本

ら，2004，江嶋ら，2007，小原ら，2007，癸生

川ら，2013，田淵ら，2016，橋口・藤川，2021）．
一方，著者らが「むさしの 27 号」で実施した PCR
増幅産物のアガロースゲル電気泳動による異品種

検出法では 400 粒中に 1 粒（0.25%）の玄米混合

試料までの検出が確認されており（小山・宗方，

2023），本手法も同程度の感度であることが確認

された．以上のことから，本報におけるリアルタ

イム PCR を用いる手法は検出限界割合が低いこ

とから，異品種混入の検査において有用であると

推察される． 
 日本国内の主要分析機関における異品種の混入

検査は，一般的に定性分析では一定量の検体を 1
試料として行うのに対し，定量分析では検体から

無作為に採取した 25 粒の試料を 1 粒ごとに検定

を行っている．田淵ら（2016）は 5%の危険率（見

逃し率）で 1 粒以上の異品種を検出するために必

要な検査粒数は，混入割合が 5%の場合は 59 粒，

同 1%では 299 粒，同 0.1%では 2995 粒であると

試算している．種子生産においては高い水準での

純度維持が求められるが，この水準が高くなるほ

ど必要な検査粒数も増加する．本報で開発した手

法は混合割合 0.5%の検出が可能であることから，

上記に示した試算の 3000 粒を検査する場合，200
粒バルクで 15 試料の分析によって検査が可能で

ある． 
 
 4 EG 補正法による異品種混入割合の推定 

 検量線を図 2 に，EG 補正法により算出した推

定値の結果を図 3 に示した．算出した混入割合の

推定値は，No.34 では実際の混入割合と概ね一致

し，No.64 では比較的高い値を示した．No.64 の

推定値が実際の混入割合より高くなった理由とし

ては，コピー数の解析では PCR の鋳型に精製し

た PCR 産物を用いたが，測定試料では抽出した

total DNA を使用したことから，対象領域以外の

配列と No.64-13 のプライマーセットが干渉して 
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図 2 DNA コピー数解析用の検量線 

図中の点は各濃度の検量線試料リアルタイ

ム PCR で得られた Ct 値を、実線は Ct 値とコ

ピー数の対数から算出した検量線を表す． 
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増幅効率が落ちる等の影響が要因として推察され

る．今後，No.64 の推定値の精度をより高めるた

めには，両者の増幅効率が同程度となるように

PCR 条件を検討するなどの改善が課題となる． 
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