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Ⅰ．DNA品種識別技術の妥当性確認試験の必要性

植物新品種の育成者権は重要な知的財産権であり、その保
護、活用を技術的に支える基盤として、DNA品種識別技術の
重要性が増してきている。

開発された技術を品種識別に利用する上で、技術の妥当性
の検討や分析結果の品質保証等が課題となっている。

AOAC Internationalでは食品関連分野における分析法の妥
当性確認に関する国際的な基準を作成しているが、植物の
DNA品種識別技術に関する妥当性の確認方法は現状では
報告されていない。

このため、植物共通の妥当性確認マニュアルを提案すること
でDNA品種識別技術の妥当性をシステマティックに確認する
体制を構築し、育成者権の適切な公使に向けた環境を整備
する。



Ⅰ．妥当性確認試験のコンセプト

発表されている植物ごとのDNA品種識別技術

において、操作手順を忠実に実行した場合に、
開発した機関以外の機関においても結果に再
現性があること(試験室間における再現性)を
確認すること。
試験室間における再現性が確認された結果か
ら、技術の妥当性が保証できる範囲を明確に
すること。



Ⅱ．試験室間共同試験の基準①

現状ではDNA品種識別技術の妥当性確認試験として定めら
れた方法はない。

このため、より効率的な基準が設定されるまではAOAC 
OFFICIAL METHOD ANALYSIS APPENDIX D による定性法
の試験室間共同試験の基準（CRITERIA)を参考にする。

報告機関数
10機関以上（棄却検定後に残った機関数）

分析レベル
マトリックスごとに2レベル以上

レベルごとの試料数
6点以上

ネガティブコントロール
マトリックスごとに6点以上



Ⅱ．試験室間共同試験の基準②

10試験室以上にこだわると技術レベルの低い試験室が入る
可能性。

植物種ごとに10試験室以上で妥当性試験を行うと労力・時
間・コストが膨大になる。継続性に疑問。

妥当性試験が未実施でも、実際に裁判（人のDNA鑑定）や行
政（東京都が米の虚偽表示調査に使用）の場面で使用され
ている。

SSR分析の経験や実績が十分にある少数の試験室で

試験室間共同試験を行う。

具体的な基準は？



Ⅲ．試験室間共同試験の範囲

サ
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照合

試験室間共同試験

②マーカーの
妥当性試験

①DNA抽出法

の妥当性試験

本調査では分割しておこなうが、通しておこなってもよい。



Ⅳ．試験を実施する前の確認事項

１．サンプルについて

２．DNA抽出法について

３．マーカー及びPCRについて

４．器具について

５．試薬について

６．操作について



１．サンプルについて（品種内多型）

• 品種内で多型が存在すると、DNA品種識別技術で

は品種を判別することができない。このため、品種
識別におこなうDNA領域に品種内多型が存在しな

いことを確認しておくことが必要である。

• 品種内多型は時間の経過や異なる環境下で発生す
る確率が高くなることから、古くから広く流通してい
る品種を用いて、DNA品種識別で用いるマーカーに

おいて、多型が検出されないことを確認すること。地
理的に離れた個体と時間的に離れた個体（元株、
原木と流通している個体）を比較する。



１．サンプルについて（品種の由来）

• 既知の品種としてDNA品種識別に供試するサンプ

ルはその品種を代表するものでなければならない。

• このため、供試する品種の由来は正確に把握する
こと。登録品種等は元株や原木由来のサンプルで
あることが望ましい。それが確保できない場合、少
なくとも、別品種とのコンタミ等がないことが担保で
きるサンプルを用いること。



１．サンプルについて（部位）

• DNA品種識別は植物体の全てがなくても分析がで

きることが利点の一つである。

• この利点を生かすために、DNA品種識別に供試す

るサンプル部位としては、流通する部位及び通年を
通して採取できる部位の中から選択すること。

• （葉、茎、果実等の）サンプル部位の違いがDNA品
種識別の結果に影響するかを確認すること。影響を
与える場合、サンプル採取について詳細に記述す
ること。



１．サンプルについて（サンプルの状態）

• 流通している（果実等の）植物体の一部は、通常、
徐々に老化・腐敗が進行している状況下にある。

• DNAは生きた細胞内で安定的に存在するが、細胞
が死ぬとDNAも分解され、DNA抽出時の収量が落

ちる。

• このため、このような流通部位をサンプルとする場
合、DNA品種識別に供試できるDNAが抽出可能な

サンプルの状態（限界）を把握しておくことが重要で
ある。



１．サンプルについて（保存)

採取したサンプルは他のサンプルと混同しないように、袋等に入れ、
ラベリングすること。
採取した場所や日付等を記録すること。また採取時のサンプルの状
態がわかる写真を撮影してから保存すること。
保存方法はサンプル部位やDNA抽出までの時間によって、適した方
法を選択すること。ただし、冷凍保存する場合は、以下のことに注意
すること。
サンプルは急速に冷凍すること。
液体窒素を利用する場合は、袋の破れ等によるコンタミに気をつけ
ること。
冷凍庫はできるだけー30℃以下に設定し、庫内にサンプルを詰め込
みすぎないこと。
サンプルの出し入れ時の融解に気をつけること。



２．DNA抽出法について

• できる限り市販のキットを用いて、プロトコル通りに
DNA抽出を行うこと。試薬等を自作すると試薬につ

いても妥当性を確認しなければならないため。

• サンプル部位ごとにDNA抽出法が異なる場合、そ

れぞれの抽出法について妥当性を確認すること。



３．マーカー及びPCR条件について

• 試験に供試するマーカーは結果が安定しているも
のを選択すること。テイルドを付加することで結果を
安定させる場合は、供試する全てのマーカーにテイ
ルドを付加すること。

• 安定したフラグメントを検出するためのAnnealing温
度の範囲等のPCR条件を確認すること。

• マーカーの独立性とヘテロ接合度の理論値と観測
値等の統計的パラメーターが確認できているかを把
握すること。



４．器具について

使用する器具はできる限り、滅菌済みの使い捨
てプラスティック器具を用いること。ガラス器具を
用いる場合は、乾熱滅菌（180℃２時間）済みの
器具を使用すること。



５．試薬について

試薬は原則として、試験の主体となる機関が指
定・配布したものを使用する。同じ試薬であって
も、別の実験で使った試薬は使用しない。

使用する機械等の違いにより、使用する試薬が
異なる場合は、機械にあった試薬を使用する。

自作した試薬は使用しない（キットのプロトコルに
記載がある場合を除く）。



６．操作について

DNA抽出をおこなうエリアとPCRをおこなうエリア
は物理的に離すこと。通常の業務でDNA抽出を
おこなっているエリアを本試験でのPCRのエリア
としないこと。

DNAサンプル及びPCR産物を扱う行程では必ず
手袋を着用すること。

操作中に気づいたこと（不具合やサンプル間の
差）は、必ずメモをとること。



Ⅴ．マーカーの妥当性試験の方法

1. マーカーの妥当性試験の種類

2. 試験１について

3. 試験2について

4. 試験1及び2の比較



１．マーカーの妥当性試験の種類

マーカーの妥当性試験は、下記の事項が開発された
DNA品種識別技術において、確認されているかで、その
方法と汎用性が決まる。

マーカーの独立性が確認されていない場合、品種Aと品
種Bとの間で、SSR分析の結果に差があれば、別品種と
いうことができるが、差がなかった場合、「何％の確率で
同一品種である」等の確率を出すことができない。

供試するマーカーがヘテロ接合度の理論値と観測値等
の統計的パラメーターからNull対立遺伝子頻度が確認さ
れていれば、SSR分析で得られる結果は供試品種の遺
伝子型を正確に反映していると考えられるため、各品種
のSSR分析の結果を個々に妥当性確認しなくてもよくなる。



マーカーの妥当性試験２
（以下「試験2」とする）

妥当性を確認したマーカ
ーの範囲内で品種識別
ができる。

ヘテロ接合度の理論値
と観測値等の統計的パ
ラメーターからNullがな

いことを確認済み。

マーカーの独立性を
確認済み。

マーカーの独立性を
未確認。

マーカーの妥当性試験１
（以下「試験１」とする）
バリデーションした増幅
産物のサイズの範囲内
で品種識別ができる。

品種の区別
ができる。

品種識別率が
計算できる。

増幅産物の種
類による制限
がなくなる。

１．マーカーの妥当性試験の種類



２．試験１について

供試品種が多いと試験規模が大きくなる。

試験室間共同試験を行った増幅産物サイズ以外
は妥当性が確認されない。

Nullがあるマーカーでも使用可能。

特徴
供試品種をSSR分析したときに検出される

全ての増幅産物サイズの再現性を確認する。
（分析レベルが増幅産物のサイズ）



試験１の例

品種名 マーカーA マーカーB

品種a １３８／１７３ ２１６／２２４

品種ｂ １３８／１３８ ２１６／２２４

品種ｃ １３８／１５０ ２１６／２２４

品種ｄ １５０／１７３ ２１８／２２４

品種e １５０／１７３ ２２４／２２４

品種ｆ １４０／１５２ ２１６／２１８

マーカーAには１３８，１４０，１５０，１５２，１７３の5つの増幅産物サイズある。
マーカーBには２１６，２１８，２２４の3つの増幅産物サイズがある。
試験室間共同試験ではそれぞれの増幅産物サイズの再現性を6反復ずつおこなう

ことで確認する。よって、試験サイズ（タイピング数）は

５×６＋３×６＝４８（タイピング）となる。

（各品種の増幅産物サイズを組み合わせることで、タイピング数を減らすことが可能）



３．試験２について
特徴
供試したマーカーが目的のローカスにアニーリングする

（結果的に目的のアリールを増幅する）ことを確認する。
（分析レベルが対立遺伝子）

供試品種は最小で1品種（6反復）。

試験室間共同試験を行ったマーカーによるSSR分析
の妥当性が確認される。

ヘテロ接合度の理論値と観測値等の統計的パラ
メーターでNullがないと考えられるマーカーのみ使
用可能。



試験２の例

アリールを増幅するために設計されたマーカーが、設計通りに
アリールだけを増幅するかを確認する。このため反復配列領域の
長さの違いはマーカーの性能に関係しない。1マーカーにつき特定の
フラグメントサイズを6反復する。2マーカーなら最少で

２×６＝１２（タイピング）となる。

染色体→

アリール→

品種A

←マーカー

←反復配列領域

品種B



４．試験1及び2の比較

試験1 試験2

分析レベル 増幅産物のサイズ 対立遺伝子

試験の規模 増幅産物のサイズと識別したい
品種数との関係から、試験の規
模が大きくなる。

1マーカーに対し、1品種の増幅
産物の6反復でも可。

新マーカーを加
えたとき

新マーカーの増幅産物のサイ
ズを、それぞれに10機関以上で
6反復する。

新マーカーに対し、1品種の増幅
産物について、10機関以上で6
反復する。

既存のマーカー
で新たな増幅
産物が検出さ
れたとき

新たに検出された増幅産物の
サイズについて、10機関以上で
6反復する。

追加試験なし。

増幅産物のサ
イズの再現性
確認

供試品種における増幅産物の
うち全ての種類（サイズ）を10試
験室で直接確認する。

供試品種における増幅産物の特
定の種類（サイズ）を10試験室で

直接確認する。



Ⅵ．マーカーの妥当性確認試験

1. 試験設計

2. PCRについて

3. SSRについて



１．試験設計

① 試験設計（共通の検討事項）

② 試験設計（試験１の検討事項）

③ 試験設計（試験２の検討事項）



①試験設計（共通）
マーカーの独立性とヘテロ接合度について確認し、妥当性確
認試験の１または２のどちらで実施するかを検討する。

当該植物のDNA品種識別技術を開発した機関等と協議をし、
試験室間共同試験に供試する（妥当性を確認する）品種の範
囲及びそれらの品種の識別に必要なマーカーを選択する。

マーカーの独立性が確認されている場合は、品種識別率も考
慮してマーカー数を決定する。

マーカーは識別に必須のものの中から増幅がよいものや波
形が見やすいものを選ぶ。

「 Ⅴ．試験を実施する前の確認事項」をチェックし、必要であ
れば、確認のための試験を行う。

協力機関と協議し、具体的な試験方法について調整する。

標準品種を選定する（「参考：標準品種の選定」参照） 。



②試験設計（試験１）

妥当性を確認するマーカーとその増幅産物サイ
ズ数を選定する。

マーカー数は品種識別率を考慮して決めるが、
必要に応じて試験規模も考慮する。

妥当性を確認する増幅産物サイズ数（種類）をも
とに供試する品種を選び、試験規模を決める。

基準品種の増幅産物サイズは全て妥当性を確
認する。



③試験設計（試験２）

供試品種には必ず基準品種を入れ、基準品種
の増幅産物を6反復することで、基準品種につい
ては、増幅産物サイズも妥当性を確認する。



２．PCRについて

PCR条件や試薬は主体となる機関の指定に従う
こと（試験条件の統一のため）。

操作はDNA抽出を行ったエリアから物理的に離
れた場所で行うこと（コンタミ防止のため）。

手袋を着用し、コンタミに気をつけること。

サーマルサイクラーの機種によって、PCRの結果
に差が出ることがあることに留意すること。



３．SSR分析

主体となる機関から特に指定がない限り、各機
関のシークエンサーの機種に合った試薬・操作
方法で使用すること（試験条件の統一のため）。



Ⅶ．DNA抽出法の妥当性確認試験

• 原則として他品種の混入がないサンプル単位（葉一
枚、果実1個等）でおこなう（コンタミ防止のため）。

• 抽出されたDNAの質と量がDNA品種判別に供試す

るサンプルとして十分であるかを確認することを目
的としておこなう。



１．サンプルの摩砕

サンプルの摩砕時は他の品種とのコンタミに気
をつけること。特に乳鉢を用いた摩砕においては
周辺へのサンプルの飛散していることを想定し、
手袋等はサンプルごとに代えること。

凍結サンプルを扱う場合は、融解に気をつけるこ
と（融解するとDNAの抽出効率が落ちるため）。

摩砕方法は主体となる機関から特に指定がない
限り、サンプル部位、サンプル数、試験室の設備
等から最適な方法を選択すること。



２．DNA抽出

キットを用いてDNA抽出を行う場合、主体となる
機関から特に指定がない限り、キットのプロトコ
ルに従って、作業を行うこと（試験条件の統一の
ため）。



３．DNA濃度の確認

抽出したDNAはPCRに供試する前に、必ず濃度
を確認すること（DNAの濃淡がPCR反応の結果
に影響を与えないようにするため）。

確認方法は主体となる機関が特に指定しない限
り、実施機関の判断で選んでよい。ただし、分光
光度計で行う場合は、RNAが処理できていること
を、確認してから行うこと（分光光度計はRNAも
DNAと同じ波長で検出するため）。



Ⅷ．SSRの波形の分析方法

SSR分析で得られた波形は通常、下図のような
形状となる。

真のピーク
↓

偽のピーク

真のピーク
↓

一番高いピークを示す「真のピーク」の
前後にピークの低い「偽のピーク」が表れる。

上図のような真のピークを頂点とした
三角形がイメージできる。



波形の分析例①

2つのピークがあると判断される波形の例。



波形の分析例②

１ｂ

２ｂリピートのSSRなのに

１ｂ単位の波形があるときは・・・。
一番高いピークの頂点から２ｂ単位の
ピークのみを見る。



波形の分析例③

高い波形から離れたところに
低い波形がある場合。

右側の波形は一番高いピークでも
左側の波形の偽のピークよりも低いが、
下図のようにイメージできる場合は
ピークが二つあると見る。



波形の分析例④

１ｂ
明らかに１ｂより
幅が大きい。

ピークの幅が１ｂより明らかに広い場合は、DNAの
ピークではない。



Ⅸ．品種データの表示形式

SSR分析で得られたピークの値は、機械(シークエン
サー)ごとに４～５ｂ程度のズレが見られることが知
られている。このため、ピークの値は絶対値としては
扱わない。

植物ごとに基準品種を設定し、分析する品種のピー
ク値と基準品種のピーク値の距離を分析する品種
のデータ値とする。



１．品種データの表示方法

増幅産物のピーク値は下記のように表す。

Ａ、 Ａ＋ＢＸ （X>0、Xは整数)

増幅産物
の測定値

ＳＳＲの
リピート単位

ＳＳＲの
リピート回数

2倍体・ＳＳＲが2塩基リピート・ヘテロであれば

Ａ、Ａ＋２Ｘ
となる。（ホモであればＡのみ）



１．基準品種のデータの表示方法（例）

SSRが2塩基リピートで増幅産物のピーク値が
100.2ｂと110.4bだった場合。

「Ａ＝100.2」となり、
「Ａ＋ＢＸ」は「100.2＋2×X」となる。

110.4は「100.2＋2×5.1」となる。
Xは整数なので5.1を四捨五入して５とする。

よって、100.2ｂと110.4bはＡ、Ａ＋10となる。



２．分析する品種のデータ表示（例）

基準品種のピーク値が100.2と110.4であった。

よってA＝100.2
分析した品種のピーク値が106.4と112.6であっ
た。

よって、それぞれ「A+6.2」、「A+12.4」となり、

「A+2×3.1」、「A+2×6.2」となり、

Xを四捨五入して、「A+2×3」、「A+2×6」とする。

よって、分析する品種のデータ表示は

「A+6」、「A+12」となる。



Ⅹ．試験データの提出

DNA濃度が確認できる資料とSSR分析の波形図
（DNA抽出の妥当性試験）。

SSR分析の波形図と品種のデータ値（マーカーの
妥当性試験）。

試験に使用した機器（機種名）と試薬。

プロトコルを逸脱した（可能性がある場合の）情報

協力機関は設定された期間内に作成した下記の
試験データを主体となる機関に提出する。



参考：基準品種選定の基準

SSR分析における基準品種は増幅産物サイズの
基準になるので、当該植物のDNA品種識別を行
う際には必ず必要になる。このため基準品種は、
①由来が明確な株や木（母株や原木）がきちんと
（責任を持って）管理されている品種、②手に入り
やすい品種であることが望ましい。

なお、基準品種の数は使用するマーカーが示す
「対立遺伝子数」や「対立遺伝子のサイズの範
囲」等によって変動する。
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