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Ⅰ　緒　　　論

品種とは分類学上の種および亜種の下位の分類単

位であり，作物や家畜の種類をそれぞれの特徴に基

づいて区別した最小単位である47）．とりわけ農産物

において，品種は収穫物などについての表現型のみ

では相互に見分けがつかない場合もあるが，その遺

伝子型には差異が存在し，品種を特徴づけている．

自殖性作物の品種は純系，栄養繁殖作物の品種はク

ローンであり，双方ともに品種内の遺伝変異はほと

んどないが，他殖性作物の品種は遺伝的に固定して

おらず，栽培上支障がない程度の遺伝変異を含んだ

集団である．いずれの生殖様式であっても，新品種

が成立するためには既存品種よりも優れた特性をも

ち，実用上支障がない程度に均質であることや，後

代にわたり維持される特性であることが必要であ

る．

日本において植物新品種は重要な知的財産であ

り，特許権や商標権と同様に，植物新品種の育成者

の権利は種苗法によって「育成者権」として付与・

保護されている22）．1978年に種苗法が制定されて以

来，本格的な品種保護が始まり，種苗の不正利用に

よる育成者権侵害に対して罰則措置がとられること

となった．さらに2003年の改正によって種苗のみな

らず，収穫物段階での権利侵害に対しても罰則が適

用されることとなり，大規模な侵害に対して十分な

抑止力を確保するため，法人による権利侵害への罰

金額の上限が１億円に引き上げられた．また，同時

期に関税定率法の改正が行われ，税関における輸入

禁制品に，知的財産権侵害品の一つとして育成者権

が加えられることとなった．これにより，育成者権

者が税関に対して侵害の証拠資料とともに輸入差止

申し立てを行い，税関において侵害物品と認定され

た場合には没収・廃棄などの措置をとることが可能

となり，品種保護への取り組みはますます活性化し
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ている．

一方，近年では消費者の食に対する関心が高まり

を見せ，「コシヒカリ」に代表されるように米や野

菜など，一部の農産物における特定品種のブランド

化が加速している．それに伴い，消費者の関心に応

えるため，加工食品の原材料品種，原産地について

自主的に表示をして販売するケースが増加した．こ

れらの表示は，農林物資の規格化及び品質表示の適

正化に関する法律（JAS法）に従い，適正に行うこ

ととされているが，農産物の種類によっては品種や

産地間の価格差が大きいために偽装表示がたびたび

問題となっている．このような状況から，農林水産

省は食品関連団体に対し，原産地表示について積極

的な情報提供を行うよう通知を出す一方で35），偽装

表示に対する抑止力を強化するため，虚偽の表示を

行った販売元に対して罰則を適用することとし，

JAS法の一部を改正した36）．

このように，品種の育成者権の保護や適正な利用

に関する監視のために法的な措置が整備され，大き

な抑止力を発揮する体制が整えられた．しかしなが

ら，一方では不正が発生した場合に，それらを立証

することが不可欠となり，品種や原産地の識別技術

の開発が急務となっている４）．植物体の場合は外観

から品種を同定することも可能であるが，収穫物は

一般に植物体の一部のみであるため識別が困難な場

合もある．さらに，加工食品ともなると外観からそ

の原材料品種を判断することはほぼ不可能である．

そのため，植物体の表現型ではなく，遺伝子型，す

なわちDNAを利用した品種識別が注目されるように

なってきた．これまで，DNA分析技術はヒトの個人

識別などにおいて先進的に活用されてきたが，分析

技術の進歩とともに，植物分野にも大きな功績をも

たらしている．DNA分析による品種識別技術は，①

簡易・迅速である，②植物体への再生が困難な試料

でも識別可能である，③生産環境に左右されず結果

が客観的で安定している，などの利点があり，「コ

シヒカリ」をはじめとする米の品種識別において有

用性が実証され37），イチゴやイグサなどの様々な農

産物でも広く利用されるようになった18，43）．その

手法は，RAPD（Random Amplified Polymorphic

DNA）やAFLP（Amplified Fragment Length

Polymorphism），CAPS（Cleaved Amplified

Polymorphic Sequence），SSR（Simple Sequence

Repeat），SNP（Single Nucleotide Polymorphism）

など様々な種類があり，対象とする植物のゲノム情

報の多少によって適した手法を選択できる．

日本におけるコムギ（Triticum aestivum L.）の

年間消費量は約600万トンに及び，コムギは日本人

にとって米と同様に主要な穀類の一つである．かつ

てコムギの主な加工用途はめん類であったが，第二

次世界大戦後の食の多様化に伴い，パン類やクッキ

ー，ケーキ，ビスケットなどの菓子類が広く普及し，

コムギの加工用途は大きく拡大した．そのため，元

来，めん用に適した品質を持つ国内品種のみでは需

要の拡大に対応できず，その多くを輸入に依存する

ようになった．近年，小麦粉の生産量は460万トン

で，そのうち，二次加工品であるめん類が127万ト

ン，パン類が118万トンに及ぶが，カロリーベース

自給率は14％程度に留まる34）．しかしながら，1999

年から「麦新品種緊急開発プロジェクト」が発足し，

多用途に対応するための新品種開発が急がれた結

果，めん用のみならずパン用品種の開発が進み，生

産現場への導入が進んでいる．コムギはほとんどの

都道府県において作付されており，現在，国内にお

いて栽培される品種は40近く存在する．北海道にお

ける生産が約60％を占め，次いで福岡県や佐賀県な

ど九州地方において生産が盛んである32）．香川県の

育成品種「さぬきの夢2000」に代表されるような地

域限定のブランド品種もあり，個々の品種の生産量

は少ないものの，各地に適した品種が普及し，地域

特産品として好まれている．近年の消費者の安全・

安心志向の高まりや地産地消の推進などから，国産

コムギを使用しためん類やパン類の需要は増加の一

途をたどっており，国産コムギを使用した商品の

80％以上で原材料品種や産地に関する表示があるこ

とから，食品表示の信頼性を確保することが急務と

なっている．

コムギは製粉し，こねる，加熱するなどの多様な

工程を経て食品へと加工される．一般的に輸入コム

ギは国産コムギと比較して加工時の作業性に優れ，

また，コストを低減させることもできるために，近

年，輸入コムギを混ぜたにも関わらず，それらを使

った商品を国産あるいは特定品種名を記載して

「100％使用」と表示するケースが散見される．しか
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し，生産現場から流通，加工まで，多くの工程を経

るコムギでは，思いがけない原材料の取り違えや意

図しない他品種の混入が想定される．とりわけ一部

のブランド化した品種では「100％使用」の表示に

対して，意図的な混合と非意図的な混入を区別する

ために，混入の許容範囲を知る必要があり，品種を

識別する技術とともに定量技術の開発もまた求めら

れている．コムギの品種識別技術は，県内およびそ

の近隣地域で流通するコムギ品種を対象に，RAPD

法を用いたものがいくつか開発されてきた17，55）．

それらは栽培種子のもととなる原種や原原種の純度

維持や混種の確認など，種子の管理を目的として開

発されており，市場流通品種を網羅していない，植

物体から抽出したDNAによる品種の識別を想定し

ているなどの問題があることから，加工食品へ適用

することは困難である．

本研究は，加工食品に適用できるコムギ品種識別

技術を開発することを目的として実施した．はじめ

に，主要なコムギ加工食品からDNA抽出を行い，

DNAの状態を確認するとともにDNAマーカーの適

用条件を検討した．次に，現在の国内市場流通品種

を網羅したコムギ品種識別技術を開発するため，

SSRマーカーの開発を行い，市販の加工食品への適

用および実用性を評価した．さらに，特定品種に的

を絞ったより簡易で迅速な識別技術の開発を目的と

して，コムギの遺伝子領域におけるSNPを探索し，

マーカー化を行った．また，それらのSNP情報を利

用し，小麦粉における特定品種の定量技術の開発を

試みた．

Ⅱ　コムギ加工食品からのDNA抽出と断片化の評価

１　市販食品から抽出したDNAの評価

DNAを用いた品種識別を行うためには，識別対

象からDNAを抽出できることが必要条件である．

Tilley53）は，パンを対象としてミキシングや発酵，

焼成などの加工工程の各段階における生地から

DNAを抽出し，工程が進むにつれて断片化が著し

く進み，増幅長の長いDNAマーカーでは安定的に

増幅できなくなる傾向があることを示した．しかし，

コムギはパンをはじめ，めん類や多種多様な菓子類

の原材料として利用されており，DNA品種識別を

行うためにそれらの多くに適用できる条件を明らか

にする必要がある．加工食品からのDNA抽出法は，

餅や炊飯から米の品種を識別するためにCTAB法を

利用したものや，α-Amylase および Proteinase K

を用いる酵素法が考案されている37）．また，加工食

品から遺伝子組換えダイズやトウモロコシなどを検

出するため，イオン交換樹脂カラムQIAGEN

Genomic-tip（QIAGEN）が基準法として採用され

ている５）．本節では，様々な原材料から作られた加

工食品に対して適用されているQIAGEN Genomic-

tipを利用して，主要なコムギ加工食品からDNAを

抽出し，その純度や断片化の状態を確認した．

１）材料および方法

加工食品はすべて市販品で，クッキー２種類（Ａ，

Ｂ），クラッカー，パン，半生うどん（加熱前およ

び加熱後），パイ，小麦粉を供試した．クッキーに

ついては，製造元が異なる一般的なもの，Ａ（小麦

粉以外の植物（ゴマ）が多く含まれるもの），Ｂ

（国産小麦使用，副原料が少ないもの）を選択した．

半生うどんおよび小麦粉を除く５種類については，

それぞれのサンプル毎に個包装に含まれるすべてを

遊星型ボールミル（フリッチェ社）で粉砕し，１ｇ

を計量した．半生うどんは一部を採って同様に粉砕

し，１ｇ計量した（加熱前）．残りのめんを12分間

ゆで，これらは水分含量が高いと考えられるため，

２ｇ計量した（加熱後）．小麦粉はそのまま１ｇ計

量した．

QIAGEN Genomic-tip 20/G および Genomic

DNA Buffer Set（QIAGEN）を用いて添付のマニ

ュアルに従い，DNAを抽出した．分光光度計

DU600（Beckman Coulter）を用いて230，260，

280，320nmの値を測定した．各食品につき，DNA

抽出と吸光度測定を２回行った．抽出したDNA

（200ng）は１％アガロースゲルを用いて電気泳動を

行い，エチジウムブロマイドで染色後，UVを照射

して泳動像を確認した．

２）結果および考察

８種類の食品から抽出したDNAの260/280nm値

および抽出量を第１表に示した．260/280nm値は1.6

～1.8であり，いずれの食品からもPCR反応に支障の
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ない純度のDNAが抽出できたと考えられた．抽出

量は食品により大きな差異が見られ，多いものはク

ラッカー（133.52μg）や小麦粉（127.99μg）であ

り，クッキーＢ（23.88μg）や加熱後の半生うどん

（9.73μg）では少量であった．クラッカーや小麦粉

は水分含量が少なく，そのためにクラッカーでは微

細な粉砕ができたことや，供試量のうち小麦粉の占

める割合が他の食品と比較して高いことが要因とし

て考えられる．また，クッキーでは種類によって油

脂や砂糖など小麦粉以外の原材料が多く含まれる場

合があること，加熱後の半生うどんでは水分含量が

多いことなどが抽出量に影響したと考えられる．従

って，加工食品からDNAを抽出するにあたっては，

その種類に応じて適切な供試量を検討する必要があ

ると考えられた．

各食品から抽出したDNAについて泳動する量を

一定に調整してアガロースゲル電気泳動を行ったと

ころ，小麦粉以外の食品では断片化したスメアな状

態であることが確認された（第１図）．さらに加熱

前の半生うどんを除き，１kbp以下の低分子の断片

が多く含まれる傾向があった．一方，加熱前の半生

うどんでは，高分子から低分子にわたる広範囲の断

片が含まれていた．パンの製造過程であるミキシン

グおよび発酵までの工程を行ったそれぞれの生地か

ら抽出したDNAについても加熱前の半生うどんと

同様の傾向があるが，その後10分間以上の焼成を行

った後には数百bp程度に断片化されることが報告さ

れている53）．これらのことから，原材料の混合やミ

キシングなどの物理的な力が加えられる段階で

DNAの断片化は生じるものの，その後の加熱が著

しい断片化の要因であると推測された．

２　PCR法の適用と限界増幅長の評価

食品から抽出したDNAは，その加工工程によっ

て断片化の程度が大きく異なる53）．そのため，

DNAマーカーにより安定的に検出できる限界の増

幅長は食品毎に異なることが予想される．様々なコ

ムギ加工食品に対してDNAマーカーを適用し，品

種識別を行うため，いずれの食品においても検出で

きる可能性の高い増幅長を設定することが必要であ

る．本節では，加工工程の異なる食品から抽出した

DNAを用いて，増幅長の異なる５組のプライマー

によりPCRを行うことで，検出限界となる増幅長を

評価した．

１）材料および方法

コムギの Dihydroflavonol-4-reductase を合成する

遺伝子 TaDFR-A（Accession. no. AB162138）の塩

基配列を基に，増幅長が92bp，288bp，489bp，

968bp，1498bpとなる５組のプライマー対を設計し

た（第２表）．プライマー配列のBLASTN検索を行

い，コムギ以外の作物における Dihydroflavonol-4-

reductase などの塩基配列に対する相同性が低いこ

とを確認した．また，５種類の植物（イネ，オオム
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第１表　コムギの加工食品から抽出したDNAの260/280nm

値と抽出量

第１図　コムギの加工食品から抽出した

DNAのアガロースゲル電気泳動図

Ｍ：1kbp ladder marker；１．クッキー（Ａ）；２．

クッキー（Ｂ）；３．クラッカー；４．パン；５．

半生うどん加熱前；６．半生うどん加熱後；７．

パイ；８．小麦粉．



ギ，トウモロコシ，ダイズ，ソバ）から抽出した

DNAを用いて増幅産物が得られないことを確認し，

コムギゲノムのTaDFR-Aを特異的に増幅するプラ

イマー対であることを確認した．PCR反応は，前節

２－１において抽出された８種類のコムギ加工食品

（クッキー２種類（Ａ，Ｂ），クラッカー，パン，半

生うどん（加熱前および加熱後），パイ，小麦粉）

のDNAを用いた．反応は，5pmol primer set，

0.2mM dNTPs，1.5mM MgCl2，1×PCR Buffer

（15mM Tris-HCl pH8.3, 50mM KCl），0.5 units

AmpliTaq Gold DNA Polymerase（Applied

Biosystems，以下ABI），25ng鋳型DNAを含む25μl

の溶液中で行った．PCR反応にはGeneAmp PCR

System 9700（ABI）を用い，反応条件は94℃９分

間，（94℃30秒間，60℃１分間または２分間，72℃

30秒間）×35サイクル，72℃７分間とした．１％ま

たは３％のアガロースゲルを用いて電気泳動を行

い，エチジウムブロマイドで染色してUVを照射し，

増幅産物の有無を確認した．

２）結果および考察

増幅長92bpおよび288bpのプライマー対では，８

種類すべての食品において増幅産物が得られた（第

２図）．パイから抽出したDNAについては，489bp

のプライマー対では安定的に増幅できず，968bpお

よび1498bpを増幅させるプライマー対ではほとんど

増幅が見られなかった．また，クッキーＡやクラッ

カー，パンでは，968bpのプライマー対で安定的な

増幅が見られなくなり，1498bpではまったく増幅が

見られなかった．加熱後の半生うどんもまた，
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第２表　TaDFR-Aを検出する５組のプライマー対

第２図　コムギの加工食品から抽出したDNAを用いた５組のプライマー対によるPCR産物のアガロースゲル電気

泳動図

Ｍ：サイズマーカー；１．クッキー（Ａ）；２．クッキー（Ｂ）；３．クラッカー；４．パン；５．半生うどん加熱前；

６．半生うどん加熱後；７．パイ；８．小麦粉．



968bpまでのプライマー対では増幅可能であったが，

1498bpでは安定的に増幅産物を得ることができなく

なった．したがって，すべてのプライマー対を適用

できたのは，加熱前の半生うどんと小麦粉の２種類

のみであった．

限界となった増幅長を比較すると，短いものから，

［パイ］，［クッキー（Ａ）・クラッカー・パン］，

［クッキー（Ｂ）・半生うどん（加熱後）］，［半生う

どん（加熱前）・小麦粉］の順であった．パイやク

ッキー，クラッカー，パンについては通常，加工の

最終段階において180～200℃程度の高温で焼成する

のに対して，うどんなどのめん類は約100℃の熱湯

で調理されるものである．したがって，高温で加熱

された食品ほど長い増幅領域を検出することが困難

であり，低分子のDNA断片が多く含まれると推測

される．このことは，前節において，各食品から抽

出したDNAをアガロースゲル電気泳動によって観

察した結果から推測された断片化の状態と一致する

と考えられる．しかし，各食品によってDNAの断

片化の程度は異なるものの，コムギを原材料とする

主要な加工食品からDNAを抽出することは可能で

あり，増幅長を300bp程度までに設定しておくこと

で高温加熱された食品にもDNAマーカーを適用す

ることが可能であると考えられた．

Ⅲ　SSRマーカーを用いたコムギ品種識別技術

１　EST-SSRマーカーの開発

SSR（Simple sequence repeat）は多型性が高く，

信頼度が高いDNAマーカーとして知られ，ヒトの

個人識別や親子鑑定において実績のある技術であ

る．また，ナシなどの果実やダイズ，デュラムコム

ギなどの農産物において品種識別のために広く利用

されるようになってきた16，38，41，57）．その開発には

手間や労力，コストがかかることが欠点であったが，

近年では新手法の開発によって比較的容易にできる

ようになり，EST（Expressed sequence tag）など

の大量の塩基配列情報があれば，SSRの探索やプラ

イマー設計を自動的に短時間で行うことも可能とな

った８，12，64）．本節では，データベースに登録され

ているコムギのESTを用いてSSRマーカー開発支援

プログラム「read2Marker」８）によりSSRの探索と

プライマー設計を行い，加工食品に適用できる条件

を満たすコムギ品種識別技術の開発を行った．

１）材料および方法

SSRマーカーの設計元として，NCBI（http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/Ftp）に登録されている

UniGene（Triticum aestivum L.）を利用した．

SSRの探索とプライマー対の設計は，SSRマーカー

開発支援プログラム「read2Marker」を用いて行っ

た．SSRは，複数のモチーフが含まれる場合は繰り

返しが合計４回以上，単一のモチーフの場合は繰り

返し３回以上の領域を対象とした．プライマーの条

件は，Tm値が60～70℃，最適なプライマー長を

24bp，増幅領域の長さを100～300bpとして設計し

た．

PCRによる増幅産物の有無や多型の確認は，「チ

クゴイズミ」「ふくさやか」「春よ恋」「ハルユタカ」

「ホクシン」「ネバリゴシ」「小麦農林61号」「さぬき

の夢2000」「シラサギコムギ」「シロガネコムギ」

「タマイズミ」「Calingiri」「Eradu」「Zak」の14品

種を用いて行った．DNAの抽出は，CTAB法28）を

改変して行った．それぞれ種子１粒をMicro Smash

MS-100R（トミー精工）によって粉砕し，400μlの

1.5％ CTAB溶液（75 mM Tris-HCl [pH 8.0], 15 mM

EDTA [pH 8.0], 1.05 M NaCl）を加え，DNAを抽出

した．その後，等量のchloroform：isoamyl alcohol

（24：１）溶液を加えて夾雑物を除去し，DNAを含

む溶液の1.5倍量の１％CTAB溶液（50 mM Tris-

HCl [pH 8.0], 10 mM EDTA [pH 8.0]）を加えて

DNAを析出させた．再びDNAを1M NaCl溶液に完

全溶解した後，2-propanolによって析出させた．そ

の後，沈殿物を乾燥させ，50μlの1×TE（10 mM

Tris-HCl [pH 8.0], 1 mM EDTA [pH 8.0]）に溶解し

たものをDNA溶液とした．各品種につき，３反復

実施した．

PCR反応は，2 pmol primer set，0.2mM dNTPs，

1.5mM MgCl2， 1× PCR Buffer， 0.2 units

AmpliTaq Gold DNA Polymerase（ABI），10ng鋳

型DNAを含む10μlの溶液中で行った．PCR反応に

はGeneAmp PCR System 9700（ABI）を用い，反

応条件は94℃９分間，（94℃30秒間，60℃30秒間，

72℃30秒間）×35サイクル，72℃７分間とした．増
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幅産物は，３％アガロースゲルを用いて電気泳動を

行った後，エチジウムブロマイドで染色し，UV照

射して増幅産物を確認した．増幅産物が少量，また

は確認されなかったプライマー対については，アニ

ーリング温度を50～70℃の間で12段階に設定してグ

ラジエントPCRを行い，最適温度を調査した．

また，各プライマー対のコムギに対する特異性を

調べるため，オオムギ「イチバンボシ」，「マンネン

ボシ」，「カシマムギ」，「スカイゴールデン」，「ダイ

シモチ」，「シュンライ」，イネ「コシヒカリ」，「日

本晴」，「モチミノリ」，ダイズ「ニシムスメ」，「ア

キシロメ」，「タマホマレ」，「フクユタカ」，「エンレ

イ」，「サチユタカ」，トウモロコシ（市販品），ソバ

（市販品）を対象にPCRを行い増幅産物の有無を確

認した．

開発したSSRマーカーによる品種識別のために，

国内41品種およびアメリカ，カナダ，オーストラリ

アの17品種を供試した（第３表）．PCR反応は，フ

ォワードプライマーが４色の蛍光色素（FAM，

VIC，NED，PET）のいずれかで標識されたプライ

マー対を用い，上記と同様に行った．増幅産物はキ

ャピラリー型電気泳動装置3130xl Genetic Analyzer

（ABI）によって分離・検出し，増幅産物長は

GeneScan 500LIZをサイズスタンダードとして遺伝

子解析ソフトウェア GeneMapper（ABI）を用いて

解析した．

さらに，加工食品への適用性を評価するため，そ

れぞれ表示がある４種類の市販加工食品；小麦粉

（さぬきの夢2000），クッキー（国産コムギ），ゆで

うどん（チクゴイズミ），パン（国産コムギ）を供

試した．DNAの抽出は各食品１ｇ（ゆでうどんの

み２ｇ）から，QIAGEN Genomic-tip 20/Gおよび

Genomic DNA Buffer Set（QIAGEN）を用いて，

添付のマニュアルに従って行った．ただし，

Proteinase Kを推奨量の２倍使用した．PCR反応と

増幅産物の解析は上記と同様に行い，加工食品に含

まれる原材料品種を推定するためのソフトウエア

「MixAssort」７）を用いて品種を識別した．

２）結果および考察

「read2Marker」によって検出されたEST-SSRの

種類と数，作出されたプライマー数と供試結果を第

４表に示した．合計35,263個のEST（2005年９月時

点）のうち，3,759個から２塩基モチーフ4,156およ

び３塩基モチーフ2,839のSSRが検出された．同様に

ESTからSSRを探索した報告では，１塩基から７塩

基のモチーフのコムギSSRにおいて，最も多いのは

３塩基モチーフで約70％を占めており，２塩基モチ
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第３表　SSRマーカーによる品種識別に供試したコムギ品種

42～46：オーストラリア品種；47～56：アメリカ品種；57，58：カナダ品種



ーフは10％程度であることが示されている10，30）．

彼らは少なくとも合計12bpまたは14bpとなる繰り

返し数のSSRを検出しているのに対して，本節では

２塩基モチーフにおいて繰り返し数が３回以上であ

るSSRを対象としているために異なる結果が生じた

と考えられ，コムギのESTには繰り返し数６回以下

の２塩基モチーフのSSRが大量に含まれていること

が示唆された．

検出されたSSRのうち，72％についてプライマー

設計が可能であったが，８回以上の反復があるSSR，

または２種類以上のSSRを含む場合は合計11回以上

の反復を含むSSRであることを条件として186組の
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第４表　UniGeneを用いたread2MarkerによるSSRマーカー開発の結果

ａ～ｃ ３％アガロースゲル電気泳動によって検出した結果．
ｂ コムギ14品種間で１品種以上に多型があったもの．
ｃ 多型があったプライマーの中でコムギ特異性があったもの．
ｄ UniGene数に対する割合．
ｅ SSRを含むEST数に対する割合．
ｆ 供試したプライマー数に対する割合．

第３図　EST-SSRマーカーTaSE3による増幅産物のアガロースゲル電気泳動図

Ｍ：100 bp ladder marker；１．チクゴイズミ；２．ふくさやか；３．春よ恋；４．ハルユタカ；

５．ホクシン；６．ネバリゴシ；７．小麦農林61号；８．さぬきの夢2000；９．シラサギコムギ；

10．シロガネコムギ；11．タマイズミ；12．Calingiri；13．Eradu；14．Zak
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プライマー対を選定し，供試した．アニーリング温

度が60℃で良好な増幅が見られなかったプライマー

対が72組あったため，グラジエントPCRに供試した

ところ，24組のプライマー対では最適なアニーリン

グ温度を設定することで増幅産物を得ることが可能

であった．増幅産物が得られた合計138組のプライ

マー対のうち，71組でコムギ14品種間の多型が検出

され，そのうち24組でコムギゲノムへの特異性が確

認された．EST-SSRマーカーはゲノムDNAから開

発されたSSRマーカーと比較して多型性が乏しいこ

とが指摘されている３，６，51，54）．本節においては，

供試した186個のEST-SSRのうち38.2％で多型が確

認され，Torada et al.54）の結果とほぼ一致した．

再現性が良く，単一の増幅産物を生じるプライマ

ー対を選抜し（第３図，一例），最終的に，10組の

EST-SSRマーカーを選定した（第５表）．また，58

品種について調査した増幅産物長を第６表にまとめ

た．「read2Marker」によってUniGeneをもとに設

計されたプライマーにより算出された増幅産物長

（第５表）と58品種から得られた増幅産物長（第６

表）を比較すると，大きく異なる遺伝子座がいくつ

かあった．そこで，設計元のUniGeneと相同性のあ

るESTをデータベースDDBJによって検索し，実際

の増幅産物の塩基配列と比較したところ，ESTの塩

基配列と一致しており，目的の領域を増幅している

ことが確認された．TaSE3，6，123，149では

UniGeneの塩基配列においてSSRの直近60塩基対が

欠失しており，増幅産物長の差異の要因であること

が確認された．

各品種３粒の遺伝子型を調査した結果，ほとんど

の品種で種子間における遺伝子型の差異は見られな

かったが，「ダイチノミノリ」および「Tyee」「Zak」

ではいくつかの遺伝子座で種子間の分離が検出され

た（第７表）．そのため，これら３品種についてさ

らに６粒の調査を行ったところ，「Tyee」および

「Zak」ではすべての遺伝子型が一致していたが，

「ダイチノミノリ」では遺伝子座 TaSE37 において，

種子毎に２つの遺伝子型のいずれかが検出された．
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第６表　10組のEST-SSRマーカーを用いたコムギ58品種間の遺伝子型数と増幅産物長

－；増幅なし

第７表　４組のEST-SSRマーカーによって検出されたコムギ品種内における種子間

ａ，ｂ，ｃは各１粒から抽出したDNAを示し，さらに６粒の追加調査を行った結果を「＋数」で示す．
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第８表　10組のEST-SSRマーカーを用いたコムギ58品種の遺伝子型カタログ

＆ 品種内で多型があったものを示す（第７表参照）．

Ａ～Ｊは，第６表に記載したそれぞれのマーカーの増幅産物長の種類を示す．

表外の同記号のものは同じ遺伝子型を示す．

42～46：オーストラリア品種；47～56：アメリカ品種；57，58：カナダ品種



これらの結果から，供試した３品種の種子について

は品種内多型が生じていたものと推測された．

10組のEST-SSRマーカーによって決定された国内

外58品種の遺伝子型を第６表に示したアルファベッ

トで表し，10個のアルファベットの組合せによって

品種を識別した（第８表）．国内品種と国外品種は

識別でき，国内41品種では26品種を個別に識別可能

で，残りの15品種は５つのグループに識別できた．

国内生産量が多い「ホクシン」や「小麦農林61号」，

需要の多い「さぬきの夢2000」や「春よ恋」は個別

に識別可能であった．TaSE3 の遺伝子型Ｃ，Ｅお

よびＦは国内品種に特有の遺伝子型であり，とりわ

け遺伝子型Ｃは主要パン用品種「春よ恋」に特異的

であった．また，「小麦農林61号」は TaSE96 にお

いて特異的な遺伝子型Ａを示し，TaSE92 の遺伝子

型Ａ，TaSE123 の遺伝子型Ｂ，Ｆおよび TaSE151

の遺伝子型Ｂもまた，国内品種に特有の遺伝子型で

あった．一方，TaSE3 の遺伝子型Ｄ，ＩおよびＪ

は国外５品種のみに見出され，TaSE63 の遺伝子型

Ｄはオーストラリア品種に特有であった．また，

TaSE149 の遺伝子型Ａ，Ｅはアメリカの３品種の

みに示された．これら国外品種特有の遺伝子型は，

「国産コムギ100％使用」と表示された加工食品の真

偽確認に利用できる可能性があると考えられた．

４種類の市販加工食品の原料コムギ品種の識別を

行った（第９表）．小麦粉では表示通りに「さぬき

の夢2000」の遺伝子型とすべて一致した．国産コム

ギを使用したクッキーは，「ホクシン」の遺伝子型

を示し，ゆでうどんでは表示された「チクゴイズミ」

の遺伝子型を示した．国産コムギを使用したパンで

は７つの遺伝子座で複数の遺伝子型が検出され，そ

れらの組合せから「チホクコムギ」や「ホクシン」

「春よ恋」の遺伝子型が同定された．複数品種が検

出されたパンについて，GeneMapper による解析図

から「ホクシン」の増幅産物量は「チホクコムギ」

「春よ恋」に比較して多く含まれる傾向が見られた

（第４図）．一方，クッキーやゆでうどん，パンでは

品種を同定することができない遺伝子型が

「MixAssort」により「Unsolved」として検出され

た．明確な識別結果が得られた小麦粉の原料品種

「さぬきの夢2000」は，2003年に品種登録されて以

来，香川県内でのみ栽培されていることから，遺伝

的に高い純度が保たれてきたと推測される．しかし

ながら，「チクゴイズミ」や「ホクシン」「春よ恋」
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第９表　10組のEST-SSRマーカーおよびMixAssortを用いた市販加工食品におけるコムギ品種の識別

＊を付した品種は同じ遺伝子型を示す．



は広域で栽培されていることから栽培地によって遺

伝的な分離と固定が生じ，同定され得ない遺伝子型

が検出される要因となった可能性がある．開発した

マーカーによる品種内多型の有無を調査し，識別能

力を明らかにする必要があると考えられた．

２　国内品種の品種内多型の評価

DNA品種識別技術検討会において定められたガ

イドライン４）では，「品種を特徴づける塩基配列は，

単に品種間で相違があればよいだけではなく，品種

内の各個体間で一致することが確認されている領域

を品種識別の根拠とすべきである」としており，

DNAマーカーによって検出される遺伝子型の均一

性は不可欠な要素である．本節では，Ⅲ－１節にお

いて開発したEST-SSRマーカーによる品種識別技術

の識別能力を調べるため，都道府県において維持管

理されている原種または原原種を用いて品種内多型

の有無を調査した．また，SSRマーカーの設計元で

あるESTについて，データベースを利用して相同性

のある塩基配列の検索を行い，他の植物種での同祖

的な遺伝子の有無について考察した．

１）材料および方法

水陸稲・麦類・大豆奨励品種特性表33）に記載さ

れている各都道府県のコムギの奨励品種を参考に，

複数の都道府県で奨励されている15品種を対象とし

た（第10表）．奨励品種として採用している全26府

県（青森，秋田，岩手，宮城，福島，栃木，茨城，

群馬，埼玉，千葉，長野，静岡，愛知，岐阜，三重，

滋賀，京都，兵庫，山口，徳島，香川，福岡，佐賀，

長崎，大分，熊本）から各品種５ｇ以上の近年産の

原種（入手困難な場合は原原種）を収集した．
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第４図　６組のEST-SSRマーカーを用いたPCR増幅パターン

Ｆ．パン（国産コムギ使用）；１．チクゴイズミ（種子）；２．春よ恋（種子）；３．ホクシン（種子）



DNAの 抽 出 は ， DNeasy Plant Mini Kit

（QIAGEN）を一部改変して行った．種子各１粒を

Micro Smash MS-100R（トミー精工）を用いて粉砕

し，buffer AP1を400ml および RNase A を４μl加

えて55℃で15分間保温した．続いて Proteinase K

を４μl加えて55℃で15分間保温した後，添付のマ

ニュアルに従ってDNAを精製，分離し，TEを用い

て100μlの溶出液を回収した．各品種・産地につき，

３粒のそれぞれから（①，②，③），また，別の３

粒をまとめてDNAを抽出した（④）．PCR反応およ

び増幅産物の解析は前節と同様に行った．

塩基配列の比較は，EST-SSRマーカーの設計元で

あるEST配列を質問配列としてBLASTN検索によっ

て行い，期待値がe－40以下を示した塩基配列を抽出

した．

２）結果および考察

15品種のうち14品種では，供試した種子の遺伝子

型はすべて遺伝子型カタログ（第11表）と一致し，

品種内多型や種子間の分離は検出されなかった．奨
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第10表　供試品種およびそれらを奨励品種として採用する府県数（2007年時点）

第11表　10組のEST-SSRマーカーによるコムギ15品種の遺伝子型カタログ



励品種としての採用府県が最も多い「小麦農林61号」

について，GeneMapperによる増幅パターンの一部

を第５図に示した．「小麦農林61号」を含む14品種

において，いずれの種子でも同様の増幅パターンを

示しており，差異は確認されなかった．１品種につ

いては１取り寄せ先に由来する原種のみ，TaSE96

の遺伝子型のばらつきが見られ，遺伝子型Ｂまたは

Ｃが検出された．そこで，さらに原原種６系統の提

供を受け，同様に調査したところ，TaSE96 を除く

遺伝子型はすべて遺伝子型カタログと一致してお

り，TaSE96 では５系統が遺伝子型Ｂを示し，遺伝

子型Ｃを示す系統は１系統のみであった（第12表）．

西尾ら31）は，1944年に育成された「小麦農林61

号」を奨励品種とする県から種子の提供を受け，採

種地間の形質変異を調査したところ，いくつかの形

質では表現型や遺伝子型に有意な差があることを示

した．しかし，すべて通常の観察では見出すことが

困難な微小な変異であり，原原種，原種の維持管理

において周到な配慮がなされ，主働遺伝子による変

異は異常個体として排除されてきたものと考えられ

ている．また，小林ら17）はRAPD法を用いて，「小

麦農林61号」において採種地間でDNAレベルの変

異が生じていることを明らかにし，西尾らによって

確認された変異の存在を実証した．このことから，

長期にわたり維持される品種において微小なゲノム

の変動は避けられないものとして存在することが示

唆される．本節では，26の府県から取り寄せたコム

ギ15品種の原種または原原種（59組合せ）の中で，

１取り寄せ先に由来する１品種を除き，すべて３－

１節で作成した遺伝子型カタログと相違ないことが

確認された．特に，最も長期にわたり広域で栽培さ

れている「小麦農林61号」において品種内多型が確

認されなかったことは，西尾ら31）によって示され
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第12表　１品種１府県に由来する原種および原原種の

TaSE96の遺伝子型

①，②，③はそれぞれ種子１粒から，④は種子３粒をまとめて抽

出したDNAである．

第５図　小麦農林61号におけるTaSE6，117，149のPCR増幅パターン

１．千葉県産；２．茨城県産；３．栃木県産；４．埼玉県産；５．群馬県産；６．愛知県産；

７．岐阜県産；８．滋賀県産；９．京都県産；10．山口県産；11．福岡県産；12．大分県産



た各所における適切な種子の維持管理の状況を実証

する一方で，これらのマーカーによって検出される

DNA領域の均一性や長期にわたる不変性を証明す

るものと考えられる．また，１品種に見られた

TaSE96 の遺伝子型の変異は，原原種の追加調査に

よって特定の系統に固定された変異であることが示

された．原原種はほとんどの場合，各所において複

数の系統が維持されている．本調査は，共優性マー

カーであるSSRを利用し，59の品種・採種地の組合

せすべてについてTaSE96 の遺伝子型を調べてお

り，今回判明したTaSE96 の遺伝子型の変異は極め

て稀なものであったと推測される．

10組のマーカーの設計元であるEST配列と相同性

を示す遺伝子を検索したところ，TaSE3，92，117，

123，151のESTにおいて条件を満たす相同配列があ

った．すべてのESTでコムギやイネ，トウモロコシ

のcDNA配列と高い相同性を示すものが検出された

が，そのうち予想される機能を示した相同配列につ

いて第13表に示した．TaSE151 を除く４つのEST

ではすべてZea mays の塩基配列との相同性が検出

された．TaSE3 では，240～485bpの領域において

VAMP protein SEC22（EU968778, EU967361）の
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第13表　BLASTを用いた10個のEST配列の相同性検索の結果

第６図　EST（BJ286520）におけるTaSE3の検出領域 および他植物との相同性が検出さ

れた領域（EU968778，Zea mays）



塩基配列と相同性があった（第６図）．TaSE92 では，

13～544bpにおいてpectate lyase （NM_001157251）

を生じる塩基配列との高い相同性があった．

TaSE117 では，351～867bp領域においてbeta 1,3

galactosyltransferase（NM_001157513），TaSE123

では，１～269bp領域においてSAUR25-auxin-

responsive SAUR family member （NM_001153763）

との相同性があった．TaSE151 では，40～541bp領

域においてLilium longiflorumのalpha-1,2-fucosidase

としての機能が予測されるLlfuc遺伝子（AB326211）

と一部，相同性があった．また，品種識別マーカー

として設計されたフォワードおよびリバースプライ

マーの塩基配列は，コムギ以外の植物では，完全に

一致する配列や類似した配列はなかった．

これら５つのESTで見出されたオルソログ候補

が，実際にどのような形質に影響しているか，また，

実際に多型が形質の品種間差異として現れているか

は未知である．しかし，将来的に遺伝子の機能解析

が進めば，コムギ品種間で多くの多型が検出された

これらのDNA領域が品種識別の用途以外において

も有用なマーカーとして利用できる可能性がある．

また，相同性のある遺伝子が見出されなかった５つ

のESTについては，これまでにデータベースに登録

されているESTの中ではコムギに特異的な塩基配列

であることが示された．品種識別マーカーの開発に

あたっては，コムギに由来するDNAのみで増幅産

物が得られるようにプライマーを選抜してきたた

め，これらのマーカーはオルソログ候補が検出され

なかった，あるいは候補があった場合でもプライマ

ーを設計した位置に相同性がなかったと考えられ，

加工食品においての品種識別に有効であると考えら

れる．すなわち，コムギ以外に由来するDNAが含

まれる食品からの品種識別において，実用的に利用

できるマーカーであることが証明された．

３　国産コムギと輸入コムギの識別

輸入コムギは，No. 1 Canada Western Red

Spring（1CW）や，Australian Standard White

（ASW），Dark Northern Spring（DNS），Hard

Red Winter（HRW），Western White（WW）など

の名称で呼ばれる銘柄の形で，主にカナダ，アメリ

カ，オーストラリアから輸入されている．これらは

加工用途に応じて品質を最適化するために複数の品

種がブレンドされているが，その構成は明らかでは

なく，年度によって構成品種やブレンド比率が変動

することもある．Ⅲ－１節において作成した遺伝子

型カタログでは，輸入銘柄（ASW，WW，HRW，

1CW）を構成すると考えられている主要17品種の中

に，４組のマーカー（TaSE3，63，96，149）によ

って国内品種にはない遺伝子型を示すものが確認さ

れた（第14表）．構成品種の変動が伴う銘柄におい

て，これらの特徴的な遺伝子型を安定的に検出でき

る場合，国産コムギを100％使用した加工食品の真

偽を確認するための簡易識別法になり得ると考えら
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第14表　10組のEST-SSRマーカーを用いたコムギ58品種間の遺伝子型数と増幅産物長

－；増幅なし

斜字で示した増幅産物長は国外品種特有であることを示す．



れる．本節では，複数年度の５種類の輸入銘柄を対

象として遺伝子型の調査を行い，国産コムギと輸入

コムギの効率的な識別法について検討した．

１）材料および方法

輸入銘柄（輸入年度）は，1CW（2006，2007），

ASW（2005，2006，2007），DNS（2006，2007），

HRW（2006，2007），WW（2007）を使用した．各

10ｇの種子をマルチビーズショッカー（安井器械）

によって粉砕し，そのうち１ｇを計量してⅢ－１節

に示した改変CTAB法をスケールアップした方法に

よりDNAを抽出した．

また，ASW（2005，2006），DNS（2006），HRW

（2006），WW（2005，2006）をビューラーテストミ

ルによって製粉した小麦粉を用いて，各１ｇから

DNAを抽出し供試した．

DNAの抽出は各サンプル３反復行った．

PCR反応は，Ⅲ－１節で開発された10組のEST-

SSRマーカーを用い，前節と同様に行った．なお，

供試材料はすべて農林水産省総合食料局食糧部から

無償で譲渡いただいたものを使用した．

２）結果および考察

すべての供試材料において，同一サンプルから３

反復抽出したDNAの間では再現性のある結果が得

られており，複数品種を含む銘柄から各品種の構成

割合に応じてほぼ均一なDNA溶液が得られている

と推測された．また，ASW（2006），WW（2005，

2006）を除き，種子由来および小麦粉由来の結果で

差異は見られなかったため，サンプリングの方法の

違いに基づく結果の変動は小さいと考えられた．

ASW（2006）の小麦粉では，種子由来および2005

年度の結果と大きく異なっていたことから，保管時

および製粉作業時などに生じた何らかの事故によ

り，正確な結果が得られなかったと考えられた．い

ずれの銘柄においても各マーカーにつき複数の遺伝

子型が検出されており，年度の異なるサンプル間で

一部異なる遺伝子型を示した（第15表）．HRWでは

TaSE3 やTaSE123 の遺伝子型が年度間で大きく異

なり，構成品種やブレンド比率の大幅な変更に起因

すると考えられた．

TaSE63，96，149における国外品種特有の遺伝子

型（TaSE63：Ｄ，TaSE96：Ｄ，TaSE149：Ａ，Ｅ）

については，複数年度にわたって検出されない場合

があった（第15表）．また，複数品種から構成され

る銘柄の状態では主要な遺伝子型としては検出され

ず，明確な識別が困難な場合もあったことから，安

定的な指標としては利用できないものと考えられ

た．一方，TaSE3 では，国外品種特有の遺伝子型

を複数年度にわたり，安定的に検出することが可能

であった．ASWでは遺伝子型Ｉ，1CWおよびDNS

では遺伝子型Ｊ，また，WWでは58品種間では確認
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第15表　５種類の輸入小麦銘柄におけるEST-SSRマーカーの遺伝子型

斜字で示した遺伝子型は国外品種特有であることを示す．

Ａ～Ｊは，第14表に記載したそれぞれのマーカーの増幅産物長の種類を示し，Ｎは新規の遺伝子型を示す．



されていない新しい遺伝子型Ｎがすべての年度にお

いて主要な遺伝子型として検出された（第７図）．

複数品種から構成される銘柄では，DNAマーカ

ーを利用してジェノタイピングを行った場合，１組

のマーカーで複数の遺伝子型を検出することは容易

に予想される．しかし，構成品種やブレンド比率の

年度間変動についての情報は不明であるため，検出

される遺伝子型の変動は予測できない．本節の結果

から，銘柄の状態であっても再現性よく複数の遺伝

子型を検出することが可能であることが示された．

また，輸入年度によって一部遺伝子型の変動は見ら

れたものの，大幅な変動は少なかったことから，各

銘柄の主要品種の遺伝子型を安定的に検出できると

考えられた．TaSE3 は，1CW，ASW，DNS，WW

において検出される各主要品種の遺伝子型が国外品

種に特徴的なものであるため，国産コムギを使用し

た食品に混入しているか否かを簡易に識別するため

の指標として有効に利用できるものと考えられた．

実際に市販の菓子類でのDNAシーケンサーを用い

た詳細な解析によって，菓子類の原料として多用さ

れるWWの遺伝子型Ｎ（192bp）を検出することが

可能であった（第８図Ａ）．また，めん類の原料に

用いられるASWの遺伝子型Ｉ（214bp）について，

市販のめん類から検出することができた（第８図

Ｂ）．TaSE3 において，国内品種で検出される最長

の増幅断片は200bpであることから（第７図），簡易
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第７図　４種類の輸入小麦銘柄および国内品種における

EST-SSRマーカーTaSE 3の増幅パターン

第８図　市販加工食品のEST-SSRマーカーTaSE 3によるPCR増幅パターン（上図：アガロー

スゲル電気泳動図；下図：GeneMapperによる解析図）

（Ａ）菓子類　１．クッキーＡ；２．クッキーＢ；３．クッキーＣ；４．クッキーＤ（国産小麦100％）

（Ｂ）めん類　１．ゆでうどんＡ；２．ゆでうどんＢ（チクゴイズミ100％）；３．ゆでうどんＣ；

４．ゆでうどんＤ（さぬきの夢2000 100％）；５．乾麺Ａ（さぬきの夢2000 100％）；

６．半生麺；７．乾麺Ｂ（国産小麦100％）；８．そうめん



検出法であるアガロースゲル電気泳動を利用して容

易に国産コムギと識別することも可能である．但し，

構成品種の変動可能性を考慮して，毎年度，輸入さ

れる銘柄の遺伝子型の確認が必要である．

Ⅳ　SNPマーカーを用いたコムギ品種識別技術

１　コムギの遺伝子領域におけるSNPの探索

SNP（Single nucleotide polymorphism）はDNA

上の塩基種の違いのことを表し，広義には挿入欠失

変異（Insertion/Deletion：InDel）やSSRを含むと

考えられる．これらのDNA上の差異が直接的また

は間接的に遺伝子の機能に影響を与えていることは

近年の研究によって徐々に明らかにされてきてお

り，遺伝子上のSNPの解析は遺伝子の機能解明や有

用遺伝子の同定につながることから，重要な情報と

なり得る．それらは品種育成における選抜マーカー

として利用されることが多いが，一方では近縁品種

間にも存在し得るために品種識別に対して大きな効

果を持つと考えられる．本節では，特定品種を簡易

かつ迅速に識別する技術を開発するための基盤とし

て，現在の主要品種を対象とし，各種遺伝子領域に

おけるSNPを探索することで，多型情報の蓄積を行

った．

１）材料および方法

SNPの探索には，「Calingiri」，「チクゴイズミ」，

「ふくさやか」，「春よ恋」，「ホクシン」，「小麦農林

61号」，「さぬきの夢2000」，「シラサギコムギ」の８

品種を供試した．（独）農研機構・近畿中国四国農

業研究センターで維持管理されている種子を用い，

DNAはⅢ－２節と同様に DNeasy Plant Mini Kit

を利用して種子３粒からまとめて抽出した．

DDBJ（http://arsa.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html）にお

いて，Triticum aestivum L.（complete cds）につい

て登録されている遺伝子を検索した．その中から任

意に選択した遺伝子の塩基配列を利用し，Primer3

（http://frodo.wi.mit.edu/primer3/）によってTm値

57～63℃，最適プライマー長20bp，増幅領域の長さ

400～1400bp または 2500～3000bp に設定してシー

クエンスのためのプライマーを設計した．対象とし

た遺伝子領域は，sucrose 1-fructosyltransferase（1-

SST），histon H1，histon H2A，histon H2B123，

histon H2B153，wMAD2-A1，resistance-related

receptor-like kinase（RLK-R1）（accession no.

DQ270234）の７つであり，各領域に設計されたプ

ライマー配列を第16表に示した．

PCR反応は，4pmol primer set，0.4mM dNTPs，

1×PCR Buffer II（2.5mM Mg2+），0.4units LA Taq

DNA polymerase（Takara Bio），または4pmol
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第16表　各遺伝子領域に設計されたプライマー配列



primer set，0.2mM dNTP，1mM Mg2+，1 unit

PrimeSTAR HS DNA polymerase（Takara Bio）

に40ng DNAを加えた20μl溶液中で行った．PCR反

応にはTaKaRa PCR Thermal Cycler Dice（Takara

Bio）を用い，反応条件は94℃１分間，（94℃30秒間，

57～66℃30秒間，72℃30～180秒間）×30サイクル，

72℃７分間（LA Taq DNA polymerase使用時），

または，（98℃10秒間，57℃５秒間，72℃30～180秒

間 ）× 30サ イ ク ル （ PrimeSTAR HS DNA

polymerase使用時）とした．増幅産物は0.8％アガ

ロースゲルを用いて電気泳動を行い，バンドを確認

した後，MinElute Gel Extraction Kit（QIAGEN）

を用いてゲルから回収，精製した．その後，

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

（ABI）を用いてシークエンス反応を行い，3130xl

Genetic Analyzer（ABI）によって解析した．

DNASIS proソフトウェア（HitachiSoft）を用いて

８品種の塩基配列を比較し，SNPの有無を調査した．

２）結果および考察

７つの遺伝子領域 1-SST，histon H1，histon H2A，

histon H2B123，histon H2B153，wMAD2-A1，

RLK-R1を対象として８品種の塩基配列を解析し，

RLK-R1を除く６遺伝子領域の結果を第17表に示し

た．計16682bpの塩基配列を対象としたが，解読で

きた領域は12997bpであった．コムギは異質倍数体

（AABBDD）20）として知られ，wMAD215）やWknox1

（KN1 homeobox，）25），TaDFR（dihydroflavonol-4-

reductase）13）のように，３組のゲノム間で同祖遺

伝子を持つ場合がある．ダイレクトシークエンスを

行った場合に，複数の類似した塩基配列が存在する

ために解読が困難になる領域があり，対象としたす

べての塩基配列を明瞭に決定できなかったが，解読

できた領域12997bpにおいて合計169bpの塩基対の

挿入や欠失，置換を検出することができた．また，

RLK-R1では一部，解読することが可能であったが，

品種間で塩基配列の差異が非常に多く，広範囲の挿

入・欠失領域や高頻度の塩基置換のためにそれらの

変異を正確に把握することが困難であった．

histon H2Aでは合計137bpと最も多くの変異が検

出されたが，そのほとんどはイントロン領域に存在

した．histon H2B123 および 153，wMAD2-A1にお

いてもエクソン領域と比較してイントロン領域の変

異が同量，または多い傾向があった．一方，1-SST

では，エクソン領域にのみ変異が検出された．

histon H1では８品種の塩基配列はすべて同じであ

った．

２品種間におけるSNP数と多型率を第18表に示し

た．「ホクシン」は他の品種と異なる塩基配列が多

く存在する傾向があり，「Calingiri」や「チクゴイ

ズミ」，「春よ恋」，「さぬきの夢2000」との間で

150bp（多型率1.2％）以上の相違があった．オース

トラリア品種である「Calingiri」は，「ふくさやか」，

「ホクシン」，「小麦農林61号」，「シラサギコムギ」

との間で１％程度の多型があったものの，国内品種

におけるそれぞれの多型率と同程度であったことか

ら，対象とした６種類の遺伝子領域では国内外品種

間の大きな差異は見られなかった．また，「ふくさ

やか」と「シラサギコムギ」では多型が確認されな

かったが，「ふくさやか」は「シラサギコムギ」と

「シロガネコムギ」が交配親であるため，遺伝的な

差異が少ないことを示唆する結果であった．
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第17表　６種類の遺伝子領域におけるコムギ８品種間のSNP数

（ ）；挿入／欠失箇所の数



今回，解読対象としたヒストン遺伝子は，コアヒ

ストンと呼ばれる histon H2A，histon H2B，histon

H3，histon H4 および，リンカーヒストンhiston H1

に分類される．コアヒストンから作られたタンパク

質はDNAが巻きついてヌクレオソームを形成し，

ヌクレオソーム間をリンカーDNAが繋いでいる21）．

リンカーヒストンはヌクレオソームに結合した

DNAとリンカーDNAの両方に結合することで，ヌ

クレオソームへDNAを強く巻きつける役割を持

つ52）．コムギのヒストン遺伝子の中には塩基配列の

特徴から２，３の変異型が存在することが明らかに

されているが14，48，59），品種間における多型の存在

は知られていない．本研究では，histon H2A およ

び histon H2B においてエクソン領域から品種間に

おける多数のSNPが検出されており，この中には非

同義置換となるものも含まれる可能性があるので，

品種によってヌクレオソームが異なる形質や機能を

示す可能性が示唆された．その一方で，histon H1

においてまったく多型が見出されなかったことは，

リンカーヒストン特有の役割の不変性を示すと考え

られた．また，MAD2は植物にとって不可欠なタン

パク質であり，MAD2遺伝子の塩基配列は種間にお

いて高度に保存されていることが指摘されている
15）．本研究ではMAD2-A1遺伝子のエクソン領域に

おいて１品種に１カ所の塩基置換が検出されたが，

同義置換（GAC→GAT）であったことから，形質

や機能に変異は生じていないと考えられ，品種間に

おいてもMAD2が高度に保存されていることが示唆

された．

近年，SNPの解析は高速かつ自動化された手法や

装置の利用によって簡単に行うことが可能となって

きた．それでもなお，倍数体であるコムギでは解析

が困難になりがちであり，マーカー開発にも手間が

かかる傾向にある．しかしながら，近縁度が高まっ

ている最近の栽培品種において多くのSNPが検出さ

れ，遺伝的な多様性が示唆されたことから，DNA

による品種識別に対してSNPが有用なツールになる

と考えられた．

２　特定品種の簡易識別法の開発

前節において６種類の遺伝子領域から合計169bp

のSNPsを検出し，有用な品種識別マーカーとなり

得る可能性が示唆された．本節ではSNPをDNAマ

ーカー化し，国内に流通する主要品種・銘柄の遺伝

子型を決定することで，簡易かつ迅速な品種識別技

術の開発を試みた．

１）材料および方法

プライマーの設計はPrimer3を用い，増幅領域を

100～300bpに設定して，その他の条件はⅣ－１節と

同様に行った． CAPS（ Cleaved Amplified

Polymorphic Sequence）マーカーを作成するため，

DNASIS proソフトウェア（HitachiSoft）を用いて

適用できる制限酵素を検索した．

品種の識別のため，国内42品種および輸入銘柄６

種類を供試した（第19表）．国内品種については

（独）農研機構・近畿中国四国農業研究センターで

維持管理されている種子を用い，輸入銘柄は農林水

産省総合食料局食糧部から無償で譲渡いただいたも

のを使用した．また，ビューラーテストミルによっ

て製粉された「さぬきの夢2000」および「さぬきの

夢2009」，香川県内の製粉会社で製粉されたASW
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第18表　６種類の遺伝子領域におけるコムギ８品種の各品種間のSNP数（Ｎ）および多型率（Ｒ）（％）



（2009年輸入），市販の加工食品４種類（ゆでうどん，

菓子Ａ，Ｂ，Ｃ）を，開発したSNPマーカーを評価

するために供試した．DNAは，国内品種について

はⅢ－２節と同様の方法で３粒からまとめて抽出し

た．輸入銘柄は各10ｇの種子をシェイクマスター

（Bio medical science）によって粉砕し，100mgを計

量して同様にDNAを抽出した．小麦粉は100mgを

計量して同様にDNAを抽出した．加工食品からの

DNA抽出は，村上ら26，27）の方法に従って行った．

PCR反応は，2pmol primer set，0.2mM dNTPs，

1×PCR Buffer（2.5mM Mg2+含む），0.2units LA

Taq DNA polymerase（Takara Bio），20ng鋳型

DNAを含む10μlの溶液中で行った．PCR反応には

TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice（Takara Bio）

を用い，反応条件は94℃１分間，（94℃30秒間，53

～60℃30秒間，72℃30秒間）×30サイクル，72℃７

分間とした．増幅産物はそれぞれ適した制限酵素約

2Uを用いて各バッファーで最適化した15μlの溶液

中で反応させた後，GelRed（Biotium）を含む３％

アガロースゲルで電気泳動し，バンドパターンを確

認した．供試したプライマーの組合せは33組であり，

これらについて，延べ48種類の制限酵素で試験を行
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第19表　SNPマーカーによる品種識別に供試したコムギ品種

43～48は2007年輸入の銘柄を使用．1CW：No.1 Canada Western Red Spring；ASW：

Australian Standard White；DNS：Dark Northern Spring；HRW：Hard Red

Winter；PH：Prime Hard；WW：Western White

第20表　「ニシノカオリ」の識別マーカー（Ch2-Bsc4I）および「春よ恋」「ハルユタカ」を識別す

るマーカーセット（dCh2-HpaII，Cs-SacII）



った．

また，開発したマーカーのコムギに対する特異性

を調べるため，オオムギ「イチバンボシ」，「マンネ

ンボシ」，「カシマムギ」，「スカイゴールデン」，「ダ

イシモチ」，「シュンライ」，イネ「コシヒカリ」，

「日本晴」，「モチミノリ」，ダイズ「ニシムスメ」，

「アキシロメ」，「タマホマレ」，「フクユタカ」，「エ

ンレイ」，「サチユタカ」，トウモロコシ（市販品），

ソバ（市販品）を用いて増幅産物の有無を確認した．

２）結果および考察

８品種間で１品種に特異的なSNPを重点的に対象

としてプライマー設計と制限酵素の検索を行い，国

内42品種・６輸入銘柄の遺伝子型を調査した．ほと

んどのマーカーは複数の品種で同じ遺伝子型を示

し，１品種または少数品種に特異的なマーカーでは

なかった．しかし，国内42品種間で「ニシノカオリ」

に特異的なマーカー，「春よ恋」，「ハルユタカ」を

簡易に識別するマーカーセットを開発することが可

能であった（第20，21表）．「ニシノカオリ」を識別

するマーカー Ch2-Bsc4I は，histon H2A で検出さ

れた Calingiri に特異的なSNPをマーカー化したも

ので，国内品種では「ニシノカオリ」のみが異なる

パターンを示した．また，「春よ恋」，「ハルユタカ」

を識別するマーカー dCh2-HpaII および Cs-SacII は

それぞれ histon H2A，1-SST で見出されたSNPを
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第21表　３組のCAPSマーカーを用いた国内42品種および

６輸入銘柄の遺伝子型カタログ

＋，－はそれぞれ制限酵素で切断されるものと切断されないもの

を示し，‘＋－'は両方の遺伝子型が含まれることを示す．43～48

は2007年輸入の銘柄を使用．１CW：No.1 Canada Western Red

Spring；ASW：Australian Standard White；DNS：Dark

Northern Spring；HRW：Hard Red Winter；PH：Prime

Hard；WW：Western White．

第９図　３組のCAPSマーカーによる検出パターン

Ｍ：50bp ladder marker；１．Ch2-Bsc4I；２．dCh2-

HpaII；３．Cs-SacII．＋，－はそれぞれ制限酵素で切断さ

れるものと切断されないものを示し，‘＋－'は両方の遺伝子

型が含まれることを示す．



マーカー化したものである．いずれもアガロースゲ

ル電気泳動によって明確にバンドパターンを見分け

ることが可能であり，簡易な識別法として利用でき

ると考えられた（第９図）．

また，「さぬきの夢2000」を識別するマーカーセ

ットを開発した（第22表）．マーカーRLK Idは，塩

基配列の品種間差異が非常に豊富であったRLK-R1

において設計されたIn/Delマーカーであり，244bp

の産物について品種間で増幅の有無に違いが生じ

る．MAD2A1428-BseGIは供試した８品種の中では，

「さぬきの夢2000」のみに違いが見られたwMAD2-

A1のSNPを利用したCAPSマーカーである．２組の

マーカーを用いてマルチプレックスPCRを行い，制

限酵素BseGIで処理することで，国内42品種および

６輸入銘柄の間で「さぬきの夢2000」のみが異なる

バンドパターンとなり，識別することが可能である

（第10図）．「さぬきの夢2000」は香川県で育成され

ためん用品種（2003年品種登録）であり，香川県内

においてのみ栽培，流通するブランド品種として知

られている．品種名を表示して販売されている小麦

粉やうどん，菓子類などの加工食品も多く，それら

の流通量が生産量を明らかに上回り，偽装表示が散

見される事態となったことから，品種識別技術は重

要なツールとして求められていた．「さぬきの夢
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第22表　「さぬきの夢2000」を識別するためのIn/DelマーカーおよびCAPSマーカー

第10図　「さぬきの夢2000」（№13）の識別マーカーセットによる検出パターン

Ｍ：50bp ladder marker；１．アブクマワセ；２．あやひかり；３．イワイノダイチ；４．キ

タカミコムギ；５．キタノカオリ；６．きたほなみ；７．きたもえ；８．きぬあずま；９．き

ぬいろは；10．きぬの波；11．キヌヒメ；12．コユキコムギ；13．さぬきの夢2000；14．しゅ

んよう；15．シラサギコムギ；16．シラネコムギ；17．シロガネコムギ；18．タイセツコム

ギ；19．ダイチノミノリ；20．タクネコムギ；21．ダブル８号；22．タマイズミ；23．チクゴ

イズミ；24．チホクコムギ；25．つるぴかり；26．ナンブコムギ；27．ニシノカオリ；28．ニ

シホナミ；29．ネバリゴシ；30．小麦農林26号；31．小麦農林61号；32．春のかがやき；33．

ハルユタカ；34．春よ恋；35．バンドウワセ；36．ふくさやか；37．ふくほのか；38．ホクシ

ン；39．ホロシリコムギ；40．ミナミノカオリ；41．ゆきちから；42．ユメアサヒ；43．No.1

Canada Western Red Spring；44．Australian Standard White；45．Dark Northern Spring；

46．Hard Red Witer；47．Prime Hard；48．Western White.



2000」に意図的に混ぜられる可能性が高いものとし

ては，めん用の主要な輸入銘柄であるASWがあり，

これらを簡易に識別できることが重視される．「さ

ぬきの夢2000」に対してASWを５，10，25，50％

の比率でブレンドした小麦粉から抽出したDNAを

用い，開発したマーカーセットによって検出したと

ころ，ブレンド比率に比例してASWのパターンが

混合した状態で表され，５％程度のブレンド比率で

あっても検出することが可能であった（第11図，

No.１～６）．「さぬきの夢2000」を使用したことが

表示された市販の加工食品４種類を供試した場合で

は，３種類の食品において「さぬきの夢2000」のバ

ンドパターンを検出することができ，その他１種類

は表示と異なることが示唆された（第11図，No.７

～10）．また，後継品種として今後，「さぬきの夢

2000」に代わり普及が見込まれている「さぬきの夢

2009」の遺伝子型を確認したところ，「さぬきの夢

2000」と同型であったことから，本マーカーセット

は将来的に継続して利用することが可能と考えられ

た．

前章において開発されたSSRマーカーでは，基本

的に10組のマーカーすべてを用いて決定された遺伝

子型の組合せから品種を同定する必要があり，詳細

な遺伝子型の決定にはDNAシーケンサーを使用す

るなど，コストや時間がかかることが欠点である．

食品表示などの検査では，多数の検体を対象とする

場合も想定され，簡易・迅速に識別することが重要

となる．SNPを基に開発されたマーカーでは，アガ

ロースゲル電気泳動法により識別できることや，１

～２組のマーカーで識別できるため，容易にマルチ

プレックスPCRを行うことが可能であるなど，SSR

による識別技術と比較して低コストかつ時間短縮が

可能となり，特定品種の簡易識別法として有用であ

ると考えられた．しかし，より多くの遺伝子座を検

出し遺伝子型を決定することで，品種識別の精度は

高まることから56），簡易識別法とSSRによる詳細な

品種識別法を適宜，併用することが望ましい．

Ⅴ　SNPを用いた特定コムギ品種の定量技術

１　リアルタイムPCRを用いた標的遺伝子領域の検

出法の開発

コムギの加工食品は市場に流通するまでに多様な

工程を通過する．その間に，原材料品種の取り違え

や製造時の意図しないコンタミネーションが発生す

る可能性があり，品種の純度を維持するのが困難と

なる場合が想定される．これらの問題は，香川県の

ブランド品種「さぬきの夢2000」において，品種の

「100％使用」表示に対する許容範囲の設定に際して

混乱をもたらす要因となっており，非意図的な混入

量を調査するため，品種の定量技術が求められてい

る．本節では，リアルタイムPCRを利用し，前章で
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第11図　「さぬきの夢2000（SY2000）」の識別マーカーセットによる識別例

Ｍ：100bp ladder marker ６．小麦粉（ASW）

１．小麦粉（SY2000） ７．ゆでうどん

２．小麦粉（SY2000：ASW＝95：５） ８．菓子Ａ

３．小麦粉（SY2000：ASW＝90：10） ９．菓子Ｂ　　　　
SY2000使用の市販品

４．小麦粉（SY2000：ASW＝75：25） 10．菓子Ｃ　　

５．小麦粉（SY2000：ASW＝50：50） 11．小麦粉（さぬきの夢2009）



見出されたSNPの定量的検出法の開発を行った．

１）材料および方法

Primer Express（ABI）を用いて，マニュアルで

推奨される標準的な設定に従い，リアルタイムPCR

のためのプライマーおよびプローブを設計した．プ

ローブは 5’末端に蛍光色素FAMまたはVICを付与

し，3’末端に非蛍光性消去剤および Minor Groove

Binder（MGB）を付与した TaqMan MGBプローブ

とした．

リアルタイムPCRによる定量性の確認は，「チク

ゴイズミ」，「ふくさやか」，「ホクシン」，「イワイノ

ダイチ」，「きぬいろは」，「きたほなみ」，「きたもえ」，

「小麦農林61号」，「さぬきの夢2000」，「シラネコム

ギ」，「シロガネコムギ」，「つるぴかり」，「ユメセイ

キ」，ASW（2008年輸入），ASW（2009年輸入）の

15品種・銘柄を用いて行った．国内13品種は（独）

農研機構・近畿中国四国農業研究センターで維持管

理されている種子を用い，Ⅲ－２節と同様の方法で

３粒からまとめてDNAを抽出した．銘柄はⅣ－２

節に示した方法と同様にしてDNAを抽出した．

リアルタイムPCRは，0.625μM primer set，各

0.5μM MGBプローブ，12.5μl Premix EX Taq

（Takara Bio），1.5μl ROX Reference Dye，25ng鋳

型DNAを含む25μlの溶液を調整し，ABI Prism

7000（ABI）を用いて行った．反応条件は，95℃１

分間，（95℃５秒間，60℃31秒間）×40サイクルと

した．解析はSequence Detection System（ABI）

によって行った．Threshold Lineの設定はKuribara

et al.19）を参考として実施した．１反応プレート内

において各サンプル３反復反応させ，それらの平均

値を算出した．ネガティブコントロールとして超純

水を用いた．

設計したプライマーによる増幅産物の塩基配列を

確認するため，「チクゴイズミ」，「ホクシン」，「イ

ワイノダイチ」，「さぬきの夢2000」，「シラネコムギ」，

「タマイズミ」の６品種を供試し，4 pmol primer

set，0.2mM dNTPs，1.5mM MgCl2，1×PCR

Buffer，0.4 units AmpliTaq Gold DNA Polymerase

（ABI），40ng鋳型DNAを含む20μlの溶液を調整し

てPCR反応を行った．PCR反応にはTaKaRa PCR

Thermal Cycler Dice（Takara Bio）を用い，反応

条件は94℃９分間，（94℃30秒間，60℃30秒間，

72℃30秒間）×30サイクル，72℃７分間とした．増

幅産物は３％アガロースゲル電気泳動を行い，エチ

ジウムブロマイドで染色し確認した後にゲルから切

り出し，pGEM-T Easy Vector System I（Promega）

およびECOS competent E. Coli DH5α（ニッポン

ジーン）を用いてクローニングした．各品種８コロ

ニーを採取して挿入を確認した後，QIAprep Spin

Miniprep Kit（QIAGEN）を用いてプラスミド

DNAを精製し，Ⅳ－１節と同様にしてシークエン

ス反応を行い，塩基配列を解析した．

２）結果および考察

前章において，各種の遺伝子領域でコムギ８品種

間におけるSNPの探索を行ったところ，histon H1

を対象に解読された2530bpの塩基配列で，多型はま

ったく検出されなかったことから，コムギ品種に共

通の内部標準としてhiston H1を選定した．また，

Ⅳ－２節において，「さぬきの夢2000」を識別する

ためにマーカー化したwMAD2-A1上のSNPを利用

し，定量化のための指標とした．Primer Expressを

用いて，両遺伝子上にリアルタイムPCR用のプライ

マーおよびTaqMan MGBプローブを設計すること

が可能であり，内部標準（H1-IPC）は80bp，識別

指標（MAD）は119bpの領域が対象とされた（第23

表）．遺伝子座MADは，「さぬきの夢2000」を含む

７品種の遺伝子型（MAD-V型）およびその他31品

種および５輸入銘柄の遺伝子型（MAD-N型）（第24

表）の２種類に分類されることから，それぞれに対

してプローブを設計した．

これらのプライマーおよびプローブを用いて15品

種・銘柄を対象にリアルタイムPCRを行ったとこ

ろ，すべての品種・銘柄で良好な増幅が見られた．

Threshold Lineと増幅曲線の交点であるCt値は，サ

ンプル間で若干のばらつきがあったが，H1-IPC お

よびMADの両遺伝子座において各品種内で大きな

ばらつきはなく安定した値であったことから，初期

鋳型量の差異に基づくものであり，両遺伝子それぞ

れにおいてコピー数の品種間差異はないと考えられ

た（第12図Ａ）．増幅産物をアガロースゲル電気泳

動したところ，H1-IPC，MADともに非特異的な増

幅は見られず，目的とする長さの産物のみが得られ
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ていた．また，MAD-N型の10品種（No.１，２，３，

６，７，８，11，13，14，15）では，MAD-Vと

MAD-NのCt値に約２サイクルの差があり，MAD-V

型の５品種（No.４，５，９，10，12）ではCt値の

差は見られなかった（第12図Ｂ）．

MAD2遺伝子はＡ，Ｂ，Ｄゲノムにそれぞれ同祖

遺伝子が存在するため，プライマーの設計場所によ

っては３遺伝子に由来する増幅産物が得られる．リ

アルタイムPCR用に設計されたプライマーはＡ，Ｂ，

Ｄゲノムの各遺伝子を増幅させる可能性が高い領域

に設計されていたため（第13図），本プライマーを

用いた増幅産物をクローニングし，塩基配列を確認

したところ，リバースプライマーの5’側が一致して

いないＢゲノムの同祖遺伝子は増幅されていなかっ

たが，ＡゲノムおよびＤゲノムの遺伝子に由来する

産物が含まれていた．実際にリアルタイムPCRによ

って得られた増幅産物を制限酵素BseGIによって処

理した後にアガロースゲル電気泳動すると，SNPを

認識して切断されるＡゲノム由来の増幅産物と，切

断されないＤゲノム由来の増幅産物が含まれるため

に２種類のバンドが検出された（第12図Ｂ）．また，

H1-IPCを検出するプライマーによって増幅された産

物の塩基配列を解読した結果，目的の領域であるこ

とが確認された．

PCR法を用いた定量技術は遺伝子組み換え体

（GMO）を検出する手法としてよく利用されてき

た24，63）．リアルタイムPCRは，検出のためのプラ

イマーおよびプローブの設計を綿密に行い，検量線
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第24表　主要国内品種および輸入銘柄のMADにおける遺伝子型の分類

Ｖ型：「さぬきの夢2000」の遺伝子型

Ｎ型：「さぬきの夢2000」と異なる遺伝子型

1CW：No.1 Canada Western Red Spring；ASW：Australian Standard White；DNS：

Dark Northern Spring；HRW：Hard Red Winter；WW：Western White．

第23表　histon H1およびwMAD2-A1において設計されたリアルタイムPCRに用いるプライマー対と

プローブ
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第12図　リアルタイムPCRによるコムギ15品種のCt値および増幅産物の

アガロースゲル電気泳動図

（Ａ）H1-IPCおよびMAD-V，MAD-NのCt値とH1-IPCによる増幅産物の電気泳動図

（Ｂ）MAD-VとMAD-NのCt値の差およびMADによる増幅産物の電気泳動図（制限酵素BseGI処理後）

１．チクゴイズミ；２．ふくさやか；３．ホクシン；４．イワイノダイチ；５．きぬいろは；６．きた

ほなみ；７．きたもえ；８．小麦農林61号；９．さぬきの夢2000；10．シラネコムギ；11．シロガネコ

ムギ；12．つるぴかり；13．ユメセイキ；14．ASW（2008）；15．ASW（2009）

第13図　MAD2遺伝子において設計されたプライマーおよびTaqMan MGBプローブの位置



作成のための標準試料やPCR反応条件を十分に最適

化することで，極めて正確な定量が可能となるため，

現在では主要な分析法となっている19，44）．一方，

ヨーロッパではパスタの品質管理のため，製造過程

においてデュラムコムギに混入したパンコムギを定

量的に検出するための手法としてリアルタイムPCR

が利用されている１）．また同様に，アレルギー物質

の検出のため，パンコムギやオオムギ，ライムギな

どのTriticum属の植物を食品中から検出する手法が

開発されており49，50），リアルタイムPCRはGMOの

みならず，食品中の特定物質を定量的に検出する手

法として有用である．

本節においては，内部標準とする「histon H1」

ならびに「さぬきの夢2000」の定量指標である

wMAD2-A1のSNPに対してリアルタイムPCRのた

めのプライマー・プローブをうまく設計することが

でき，両遺伝子座における良好なPCR反応を確認す

ることができた．また，遺伝子座MADにおけるＶ

型品種とＮ型品種の差を明確に検出することができ

たため，これらの差を用いて「さぬきの夢2000」を

定量的に検出することが可能であると考えられた．

２　品種の相対定量法の開発と検出下限の評価

前節において，リアルタイムPCRを用い，

wMAD2-A1遺伝子のSNPを定量的に検出できる可

能性が見出された．本節では「さぬきの夢2000」の

小麦粉に対して他品種の小麦粉を様々な比率で混合

した模擬混入サンプルを用いて品種の相対定量法を

開発し，その検出感度を評価した．

１）材料および方法

ビューラーテストミルによって製粉した「さぬき

の夢2000」，「チクゴイズミ」，「小麦農林61号」の小

麦粉，および香川県内の製粉会社で製粉された

ASW（2009年輸入）を供試した．「さぬきの夢2000」

の小麦粉を基本に，その他の２品種・１銘柄が各々

全体の０，20，50，80，100％の比率で含まれるも

のを調整し，150mgとした小麦粉からⅣ－２節で示

した方法でDNAを抽出した．また，「さぬきの夢

2000」の小麦粉を基本に，全体の１，３，５，８，

10，15，20％の比率になるように「チクゴイズミ」

を混合した小麦粉150mgからそれぞれDNAを抽出

し，供試した．リアルタイムPCRは前節と同様の方

法で実施し，Ct値を決定した．検量線の作成には，

「さぬきの夢2000」と「チクゴイズミ」を等量混合

した小麦粉からDNAを抽出して適宜希釈し，250，

50，10，２，0.4，０ngのDNAを供試してPCR反応

を行い，それぞれのCt値を決定した．

２）結果および考察

検量線作成用のDNA６種類とともに，「さぬきの

夢2000」と「チクゴイズミ」の小麦粉および両品種

を用いた３種類のブレンド小麦粉を用いて，前節で

開発されたプライマー・プローブ（第23表）により

リアルタイムPCRを行った．決定されたCt値から，

「さぬきの夢2000」に対して混合された「チクゴイ

ズミ」の比率を相対的に算出する方法を検討した

（第25表）．H1-IPC，MAD-VおよびMAD-NのCt値

についてそれぞれの検量線からLogの値を求め，定

量値（Ｈ，V1，N1）を算出した．その後，V1およ

びN1を内部標準Ｈによって除し，初期鋳型量のば

らつきを補正した（V2，N2）．前節においてMAD-

N型品種とMAD-V型品種の間で差異が確認された

Ct値の差をそれぞれ算出し（D1），「さぬきの夢

2000」のみから得られたD1値を基準としてその他

のサンプルのD1値の差を算出することで，相対定

量値D2とした．混合比率に応じて，D2値が0.305～

1.190と段階的に変動しており，含まれる遺伝子型の

差を定量的に検出していると考えられた．これら

D2値と混合比率の間には高い相関があり（R2＞

0.98），再現性も良好であった（第14図Ａ）．また，

ブレンドする品種を「小麦農林61号」または複数品

種が含まれるASWとした場合でも同程度の相関が

見られたことから（第14図Ｂ），開発したプライマ

ー・プローブは目的とする遺伝子領域を正確に検出

することが可能で，定量性に優れた技術であると考

えられた．

本技術の検出下限を評価するため，低混合比率の

小麦粉を用いて定量を行ったところ，同一サンプル

であっても５回の実験間で値の変動は大きく，安定

しない傾向にあった（第26表）．１％および３％の

混合比率の小麦粉では特に変動が大きく，基準とす

る「さぬきの夢2000」のD1値を下回る場合があり，

定量は困難であると考えられた．また，５反復の平
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均値と混合比率の相関係数は約0.92であり，数％程

度の差異を正確に見分けることは困難であると考え

られた（第15図）．

リアルタイムPCRを用いた遺伝子組み換え体

（GMO）の定量分析では，PCR反応に供試する初期

鋳型量が定量値に大きな影響を与えることが示唆さ

れており，厳密な定量を行うためには，最適な増幅

産物長を設定することや供試するDNA量を十分に
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第14図　リアルタイムPCRを用いて算出したD2値と品種

混合比率との相関

（Ａ）「さぬきの夢2000」と「チクゴイズミ」のブレンド小麦粉

▲：１反復目，■：２反復目，●：３反復目

（Ｂ）「さぬきの夢2000」と「小麦農林61号」またはASWのブレ

ンド小麦粉



検討することが重要である11）．本節では，20～30％

程度の混合比率の差異があるサンプル間において

は，相対定量値（D2）と混合比率には高い相関が

得られており，優れた定量性が確認された．一方，

20％以下の混合比率で設定されたサンプル間では定

量値のばらつきが大きかったことから，正確な定量

を行うためには，より厳密な反応条件の検討が必要

であると考えられた．

Ⅵ　総 合 考 察

コムギは米や野菜のように植物体のまま市場に流

通することはほとんどなく，その加工食品は多種多

様に存在する．本研究は，近年の消費者の食に対す

る関心の高さを背景とし，食品表示の信頼性の確保

に寄与することを目的として実施されたが，コムギ

品種の識別にあたり加工食品を対象とすることは新

たな知見と工夫の積み重ねを必要とした．

始めに，コムギ加工食品からDNAを抽出し，

DNA品種識別の適用可能性を明らかにした．加工

食品からのDNA抽出は既存の手法を用いて行うこ

とが可能であった．加工工程の異なる食品では

DNAの断片化の程度が異なり，高温焼成されたも

のほど著しく断片化していることが確認された．ま

た，DNAマーカーによって増幅可能な長さが食品

により異なることが明らかとなり，めん類やパン類，

菓子類などの主要なコムギ加工食品に対してDNA

品種識別技術を適用するため，DNAマーカーの増

幅産物長を300bp程度までに設定することを識別技

術の条件とした．一方，加工食品からのDNA抽出

法は，現在では，小麦粉，めん類，パン類のみなら

ず，最も多様な菓子類を対象とした場合でも，より

簡易かつ迅速に行うことが可能となり，識別技術の

適用範囲が大きく拡大することとなった27）．

日本におけるコムギの種子生産は，主要農作物種

子法に基づく奨励品種制度によって管理されてい

る．各都道府県は新しく開発された品種を奨励品種

として採用すると，育成地から育種家種子の配布を

受けて，原原種として増殖，維持，管理する．さら

に，原原種を用いて原種を生産し，原種から一般栽

培用種子を生産する．したがって，奨励品種として

の採用が長期にわたるほど，各都道府県における管

理の期間が長くなり，品種登録時に遺伝的に完全に

は固定していなかった遺伝子座，あるいは自然突然

変異が生じた座位において，地域ごとに独自の分離

と固定が生じ，同じ品種であっても地域間での遺伝

的な違いが存在する可能性がある．DNAを用いて

正確な品種識別を行うために，それらの前提を踏ま

えた上で，どのようなDNA領域を指標として利用

するかが重要である．
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第15図　「さぬきの夢2000」と「チクゴイズミ」のブレ

ンド小麦粉を用いて算出したD2値と混合比率と

の相関

D2：５反復の平均値．垂直バーは標準偏差を示す．

第26表　「さぬきの夢2000」と「チクゴイズミ」の

ブレンド小麦粉を用いた低混合比率におけ

るD2値の再現性



SSRマーカーは多型性が高く，信頼度の高いDNA

マーカーとして，ヒトのDNA鑑定で実用化されてお

り，果樹やダイズ，バレイショなどの農産物の品種

識別においても主要な技術となっている２，16，38，57）．

コムギについてもSSRマーカーは多数開発されてい

るが40，42，45，46），近年ではEST配列から作出された

ものも多い９，10，30，60）．EST-SSRはゲノム由来の

SSRと比較して種内の多型性が低いが，これは前者

が翻訳領域であることから保存性が高いものと考え

られている６，51）．したがって，種間の識別におい

てより正確な解析ができることや，実際に遺伝子間

の機能的な変異を検出できる可能性があることか

ら，遺伝資源の多様性評価や遺伝子機能の解析に有

用なマーカーである61，62）．

そこで，国内コムギ品種の中には60年間にわたっ

て現在でも栽培されている品種もあることから，品

種内多型が少ないことが期待されるEST-SSRに着目

した．加工食品に適用できる品種識別技術として，

増幅産物長を300bp程度とし，コムギゲノムへの特

異性が確認できた10組のEST-SSRマーカーを開発し

た．国内外のコムギ58品種を対象に作成した遺伝子

型カタログでは，すべての品種を識別することはで

きなかったが，国内外品種の識別と，国内の主要品

種を個別に識別することが可能となった．また，一

部のEST-SSRマーカーを用いて，輸入コムギ銘柄に

おいて国外品種特有の遺伝子型を検出することがで

き，市販加工食品において国産コムギと輸入コムギ

の識別を容易に行うことが可能となった．日本にお

けるコムギの消費量のうち，輸入コムギは約85％を

占めており，国産コムギを使用したと表示される食

品の簡易検査法としての活用が期待される．

一方，開発したEST-SSRマーカーを用いて，26の

府県から取り寄せたコムギ15品種の原種または原原

種（59組合せ）の遺伝子型を調査した結果，品種内

多型はほとんど検出されなかった．そのため，長期

間にわたり高度に保存されているDNA領域である

ことが明らかとなり，品種識別マーカーとして適し

ていることが証明された．ところが，本研究と同様

にSSRを用いたカナダのデュラムコムギ品種の識別

では，18品種のうち３品種で品種内多型があり，最

も古い1936年の登録品種では８つのバイオタイプの

存在が報告されている41）．SSRマーカー８組のうち，

EST-SSRは５組含まれていたが，品種内多型が確認

されたマーカー３組のうち２組はEST-SSRであっ

た．塩基配列の保存性が高く，比較的安定して遺伝

すると考えられるEST-SSRの変異が確認されたこと

は，当時のカナダでは品種の登録，配布時における

遺伝的な固定度が低かったために，種子の維持管理

の過程で遺伝的に分離したことが原因と考えられ

る．そのため，このような外国で育成された品種の

遺伝子型の判定にあたっては，開発したEST-SSRマ

ーカーについても注意を要すると考えられた．

また，近縁度が高まっている現在の栽培品種間に

おいて，コムギの各種遺伝子領域には多数のSNPが

存在することが明らかとなった．これらの遺伝的な

多様性はより高精度なDNA品種識別を可能にする

と考えられ，蓄積した多型情報は将来的に普及する

品種に対しても有用な識別マーカーになり得る可能

性がある．本研究では，現在，需要が高い「さぬき

の夢2000」を始めとする４品種について，EST-SSR

マーカーによる識別と比較して，簡易かつ迅速に利

用できる識別技術を開発することができた．また，

SNPを利用して，リアルタイムPCR法による「さぬ

きの夢2000」の定量技術を開発でき，「さぬきの夢

2000」の育成者である香川県や，食品検査機関にお

いて活用が期待される．SNPはSSRと比較して既存

の情報はまだ少ないものの，数の多さや豊富な多型

性などDNAマーカーとしての利点を多く備え，そ

の汎用性は品種の識別に大きな効力をもつと考えら

れる．

品種の定義として，農業形質や外観，品質などの

表現型の均一性は大きな要素である．それらに関連

していることが明確な遺伝子をマーカーとすること

ができれば，品種の識別はもちろんのこと，品種開

発におけるMAS（Marker assisted selection）とし

ての利便性や，普及後の形質の維持など，様々な場

面で有効な手法になると考えられる．したがって，

今後のゲノム研究の進展に伴って遺伝子機能の詳細

な解明が進めば，実用形質と関連したDNAマーカ

ーを利用した識別技術も期待できると考えられる．

一方，実用形質に的を絞ったDNAマーカーのみで

は，近縁度が高まるにつれて品種間の相違が検出さ

れなくなる可能性があり，品種識別を目的とした場

合にはゲノム上のあらゆる品種間変異を利用するこ
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ともまた必要となってくる．近年では，ゲノム中の

転移因子であるレトロトランスポゾンを利用した手

法によって品種固有のマーカーが開発されており，

ブランド品種の保障のためにより強力なツールを開

発することも可能となった29，39，58）．このように

様々なDNAマーカーが利用できる中では，識別技

術の使用目的に応じて最適な組合せを選択し，活用

することが大切である．しかしながら，DNAを用

いた品種識別技術では，検出するDNA領域の数を

増やすことによって，同一品種と判断する確率を限

りなく100％に近づけることは可能であるが，100％

の判断を下すことは理論上，不可能である56）．

DNAマーカーによる品種の同定は絶対的なもので

はないことを考慮し，それ以外の情報を含めて総合

的に判断する必要があることに注意したい．

摘　　　要

本研究は，国内コムギ品種およびそれらを使用し

しためんやパン，菓子などの加工食品について，原

材料品種や産地に関する表示の信頼性を確保するた

め，コムギ品種識別技術を開発することを目的とし

て実施した．まず初めに，コムギ加工食品から抽出

したDNAの状態の確認とDNAマーカーの適用可能

性を明らかにした．次に，EST-SSRマーカーを開発

し，国内市場に流通する主要品種を網羅した品種識

別技術を開発した．また，各種遺伝子領域からSNP

を探索し，特定品種を簡易迅速に識別するDNAマ

ーカーを開発するとともに，リアルタイムPCR法を

用いた定量技術を開発した．研究成果を要約すると，

以下の通りである．

１．既存のDNA抽出法を用いて，うどんやパン，

クッキーなどのコムギ加工食品からDNAを抽

出することが可能であった．

２．製粉された小麦粉ではDNAの断片化はほとん

ど確認されなかったが，パイなどの高温で加熱

された食品ほどDNAは著しく断片化していた．

３．DNAの断片化の程度が異なる多様なコムギ加

工食品に対して，一般的に適用できるDNAマ

ーカーの増幅産物長は，300bp程度であると推

測された．

４．増幅産物長を300bp程度に設定し，イネやオオ

ムギなどのDNAは検出しないコムギ特異性の

高い10組のEST-SSRマーカーを開発した．

５．EST-SSRマーカーを用いて，コムギ58品種（国

内41，国外17）に関する遺伝子型カタログを作

成した．これらを基に，国内外品種を識別でき，

「ホクシン」や「小麦農林61号」などの主要国

内品種を識別することが可能となった．

６．原材料品種名などの表示がある市販加工食品に

おいて，EST-SSRマーカーによる品種識別が可

能であることを確認した．

７．国内15品種の原種・原原種を用いて，EST-SSR

マーカーによる品種内多型の有無を調査し，こ

れらの遺伝子座における品種内多型は極めて少

ないことを確認した．

８．複数の品種で構成される輸入コムギ銘柄５種類

についてEST-SSRマーカーによる遺伝子型を調

査し，各銘柄におけるパターンの特徴や，輸入

年度間の遺伝子型の変動を明らかにした．

９．EST-SSRマーカーTaSE3は，主要な輸入コムギ

銘柄において現在の国内品種では検出されない

遺伝子型を示すことを確認した．

10．６種類の遺伝子領域から，８品種間において合

計169bpのSNPを見出した．これらの蓄積した

多型情報をもとに，将来的に普及する品種に対

しても有用な識別マーカーを開発できると考え

られた．

11．SNPをDNAマーカー化することにより，パン

用品種「ニシノカオリ」，「春よ恋」，「ハルユタ

カ」を，国内市場に流通する主要品種間におい

て簡易迅速に識別できる技術を開発した．

12．SNPをもとに，めん用品種「さぬきの夢2000」

を主要品種と簡易迅速に識別するマーカーセッ

トを開発した．また，リアルタイムPCR法を用

いてSNPを定量化し，「さぬきの夢2000」を定

量する技術を開発した．
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Summary

Common wheat (Triticum aestivum L.) is an important food crop in Japan.  Traditionally, wheat had been

used in noodles but when the Japanese diet diversified after World War II, wheat products such as bread,

cake, and Chinese noodles became common foods.  The original Japanese wheat cultivars were unsuitable for

these nontraditional flour products, and now, nearly 90% of the wheat consumed in Japan is imported.  To

increase self-sufficiency in agricultural production, the Japanese Government promotes wheat cultivation.  As

wheat production increases, users demand domestic wheat with a grain quality similar to that of imported

wheat.  Wheat breeding in Japan has been devoted to developing cultivars with grain qualities suited to

Japanese noodles, Chinese noodles, bread, and soy sause.  As a result, a number of new cultivars have been

released and have replaced the old cultivars.

Plant breeder’s rights are granted to the breeder of a new cultivar in Japan under the Plant Variety

Protection and Seed Law.  Amendment of the law in 2005 has extended breeder’s rights to include not only

the propagation materials, such as seeds and seedlings, but also the harvested materials and products manu-

factured from the cultivar.  Therefore, a reliable cultivar identification method must be developed for wheat

grain and manufactured products to protect breeder’s rights from unauthorized product use.

An identification method is also required to ensure proper food labeling and thereby a fair trade in wheat

products.  All foods distributed in Japan must follow the Government Quality Labeling Standards.  The sys-

tem requires proper food labeling, which includes cultivar names if they appear on the product label.

However, deceptive labeling of a product is often discovered and reported because a specific cultivar is popu-

lar in the marketplace.  The labeling standard system has been revised to reinforce the penalties for viola-

tions of the labeling standards and to allow the system enforcement office to disclose the violators.

In this study, we have developed some tools for identification of wheat cultivars.  First, DNA was extract-

ed from wheat food products and the condition was investigated to apply DNA markers.  DNA can be

extracted from wheat food products such as udon, bread and a cookie using a popular method.  It was con-

firmed that DNA from flour was in a normal form, whereas DNA from baked food products was strongly

degraded.  To identify cultivars from popular wheat food products, it is necessary that the size of DNA

markers in the product is less than 300 bp.

Second, EST (Expressed sequence tag) -SSR (Simple sequence repeat) markers were developed for the

identification of major wheat cultivars in the Japanese market.  Ten SSR markers were developed from the

wheat EST database.  These markers cannot occur in other crops, and the product size ranged from 143 bp

to 317 bp.  The genotypes of 41 domestic and 17 imported cultivars were determined using the 10 EST-SSR
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markers.  These markers can distinguish between domestic and imported cultivars, and can identify major

domestic cultivars, e.g.‘Hokushin’and‘Norin 61’.  EST-SSR markers can be used to identify cultivars

from wheat food products such as noodles and bread.  In addition, a polymorphism within cultivars was

investigated using the 10 EST-SSR markers about 15 domestic wheat cultivars.  It became clear that the

polymorphism was rarely generated on these sites, and the markers have a high level of reliability as an

identification tool.

The genotype of the 10 EST-SSR sites was investigated for five imported wheat brands.  Each brand was

characterized by its genotype, and variations among import years were detected.  The marker‘TaSE3’

could be used to detect the unique genotypes of foreign cultivars from the major imported wheat brands, and

then identify which domestic wheat products were adulterated with imported wheat.

Third, SNPs (Single nucleotide polymorphisms) were identified from wheat genes to identify a specific

cultivar, and markers were developed.  A total of 169 bp of SNPs were found in six genes among the eight

wheat cultivars.  The polymorphism information seems to be a useful identification tool for new cultivars in

the future.  SNP markers were developed for the identification of the domestic wheat cultivars

‘Nishinokaori’,‘Haruyokoi’, and‘Haruyutaka’.  These cultivars are suitable for bread and Chinese noodles,

and are popular in the Japanese market.  It is expected that these SNP markers will be a simple and rapid

tool to protect the value of these cultivars.

Fourth, an identification tool for the domestic wheat cultivar‘Sanukinoyume 2000’was developed based

on SNP data.  In addition, a quantitative method was constructed using a real-time PCR, and the level of reli-

ability was estimated.‘Sanukinoyume 2000’is a popular cultivar in Kagawa Prefecture, and has been pro-

tected by the original certification system of the prefecture.  The qualitative and quantitative methods are

useful for verification of products made from the cultivar.
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