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１．はじめに

 我が国において開発された優良な植物等の新品種は、農林水産業の発展を支えるも

のとして、生産性の向上や高付加価値化に欠かせないものであり、競争力の源泉とな

っている。しかしながら、国内における違法な増殖行為の把握が困難であることや、

我が国の優良な登録品種が育成者権者の意思に反して海外に流出し現地で増殖・産地

化され、我が国からの輸出の支障となる等の問題が顕在化していた。このため、より

適切に新品種の育成者権を保護・活用する観点から令和２年に種苗法が改正され、登

録品種の種苗の増殖は育成者権者の許諾制となり、また、海外持出制限や栽培地域の

指定が可能となった。さらに、海外への流出を防止するためには育成者権を適切に活

用しつつ保護していくことが必要であり、意図しない海外流出ではなく、管理された

海外生産も含めて、国内農業の振興や輸出戦略と整合する形で育成者権の保護・活用

を図る仕組みとして、育成者権管理機関の設置に向けた取組が行われているところで

ある。

このような育成者権の強化策とともに、試験研究機関等では育成者権侵害対応の強

化を目的として、様々な植物等の品種を対象に DNA 品種識別技術が開発されており、

今後、新たに開発される品種をはじめとして、まだ対応していない種や品種への利用

拡大が期待される。これら開発された識別技術を実際の品種判定に利用し、税関にお

ける輸出入差止や育成者権侵害紛争等に利用する上で、技術の妥当性を確認すること

は重要である。技術の妥当性を確認するためのガイドラインとして現在までに公表さ

れているものとして、「植物の DNA 品種識別についての基本的留意事項－技術開発と

利用のガイドライン－」（平成 15 年、農林水産省）、「DNA 品種識別技術の妥当性確

認のためのガイドライン―SSR を中心として―」（平成 20 年、（独）種苗管理センタ

ー）があるが、その後、DNA 品種識別技術の妥当性確認の国際規格である ISO13495
（2013 年）が公表され、その中で DNA 品種識別技術に特化した妥当性確認のポイン

トが示されたことや、新たな分析手法が導入されていること等、関係する状況が変化

しているため、それらを踏まえた対応を行う必要がある。

このため、令和４年度植物品種等海外流出防止総合対策・推進委託事業において、

DNA 品種識別技術の正確性、信頼性を担保し、迅速な技術確立を推進することを目

的とし、具体的手順を明確化した「DNA 品種識別技術の妥当性確認のためのガイド

ライン」（令和４年度改訂版）を作成することとした。

作成にあたっては、分析機関、技術開発に係る研究者、法律の専門家等を委員とす

る「DNA 品種識別技術の妥当性確認のためのガイドライン検討会」（最終頁、検討会

委員参照）を開催するとともに、「DNA 品種識別技術の妥当性確認時の留意点」（令和

５年、農研機構）を参考資料として転載し、取りまとめを行った。
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２．目的

本ガイドラインは、植物等の DNA 品種識別技術の妥当性確認における必要な確認

事項やプロセスについて定め、技術の開発者や利用者に対し、その手順の明確な理解

を図ることを目的としている。

３．適用範囲

本ガイドラインの規定は、植物等の DNA 品種識別技術の妥当性確認に適用する。 
また、品種登録の審査に用いるために（病害抵抗性遺伝子等の）特定の遺伝子の有

無を検出する DNA 分析技術の妥当性確認については、分析結果と表現型との関係等、

別途確認が必要な事項があるものの、必要な確認事項やプロセスは、本ガイドライン

を参考にすることができるものとする。

４．用語の説明

・PCR（polymerase chain reaction）
DNA ポリメラーゼを用いて DNA 断片を指数関数的に増幅する酵素反応法 

・アンプリコン

PCR 等の DNA 増幅技術によって生成される DNA 断片 
・対立遺伝子

相同染色体上の同じ領域（遺伝子座）にあって、異なる遺伝情報を有する遺伝

子又はその配列

・（DNA 増幅時における）対立遺伝子の競合 
PCR 等の DNA 増幅過程において、ヘテロ接合体（異なる対立遺伝子を有する

こと）又は混合物において、片方の対立遺伝子がもう片方の対立遺伝子より優

先的に増幅されること

・（PCR 等に用いる）プライマー 
分析対象の DNA 配列に相補的で、その配列に結合することによって目的とす

る DNA 断片を増幅するためにあらかじめ設計された配列を持つオリゴヌクレ

オチド

・DNA マーカー

DNA 配列の違いにより品種等を識別できる目印。DNA マーカーが標的とする

配列は、調節遺伝子等の DNA 配列に限らず、何もコードせず遺伝的特性を含

まない配列でもよい。ただし、目的とする表現型の有無を識別するために DNA
マーカーを使用する場合には、その表現型に寄与する遺伝子の DNA 配列もし

くは当該遺伝子に連鎖する配列がマーカーとして用いられる。
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５．DNA 分析技術の確認事項 
 品種識別のために用いる DNA 分析技術は、それを利用する者において明瞭かつ信

頼性のある分析結果が得られるものでなければならないことから、以下の基準を満た

す必要がある。 
 
 ５－１．分析方法 
 開発者は ISO 13495 の「5. Selection of methods」に基づき、①その分析技術が利用可

能であり、②データが試験室間及び検出機器間で再現性があり、③反復試験が可能で

あり、④識別力がある分析技術を選択しなければならない。 
 
 ５－２．マーカーとマーカーセット 
 採用されるマーカー又はマーカーセットは、①標準サンプルと、それと異なるサン

プルを明確に識別でき、②安定性、再現性があり、③明瞭に結果の評価ができるもの

である必要がある。 
 マーカー又はマーカーセットは、対立遺伝子等の変異領域等を検出するものでなけ

ればならない。 
 マーカーセットに含まれるマーカーはできる限り複数の独立した異なるゲノム領

域に由来するマーカーであることが望ましい。  
 マーカー又はマーカーセットで分析可能な範囲（品種や遺伝子型）は、開発段階に

おける結果から特定（限定）されるが、できる限り広い範囲の品種等に対応できるも

のにすることが望ましい。 
 
 ５－３．標準サンプル 
 標準サンプルとは、その特性によって機器の校正、分析の成否の確認及び分析結果

（アンプリコン等）の評価を実施するためのサンプルであり、十分に均質で、かつ安

定的に入手できるものでなければならない。標準サンプルは、植物体等や DNA テン

プレート等の物質であり、論文や公開されているプロトコルに記載があるもの、分析

機関で保存しているもの又は依頼者から提供されたもののいずれでもよく、妥当性確

認やその他の校正を目的とする試験において、標準品として供試するサンプルである。

また、標準サンプルは、由来が明確な植物体等から得られたものでなければならない。

さらに、標準サンプルは、比較する品種のアンプリコン等の評価に適したものを供試

することが重要である。 
 
 ５－４．マニュアル案の作成 
 開発者は、上記「５－１．分析方法」～「５－３．標準サンプル」の基準を満たし

た DNA 分析技術について、妥当性確認に供するため、一連の分析手順を定めたマニ

3



ュアル案を作成しなければならない。 
 マニュアル案には、少なくとも①供試するサンプル部位、②DNA 抽出方法、③DNA
分析方法、④分析結果の判定方法について記載しなければならない。 
 
① 供試するサンプル部位 
対象とする植物等の流通形態等を鑑み、一般に流通する種苗、収穫物及び種苗法

第２条第４項に基づき政令で定める加工品から供試できる部位が含まれているこ

とが望ましい。 
判定結果に影響を与える可能性がある部位や開発者において判定結果に影響を与

えないことを確認していない部位は除外して指定するべきである。 
また、サンプルの状態（質）は分析に影響を与える可能性があることから、採取

するサンプルの状態や保存の方法・期間等についても記載することが望ましい。 
② DNA 抽出方法 
①で指定した又は除外していない植物体等の全ての部位において、共通の DNA 抽

出方法の適用が可能であり、その方法が市販のキット等、一般的な方法である場合

は、分析に用いる DNA の濃度や純度等の範囲を指定することで、詳細な記述は省

略できるものとする（開発者が使用したキット等の情報は記載する）。 
一般的ではない方法を用いた場合や部位ごとに異なる方法を用いる場合は、詳細

を記載しなければならない。 
また、一般的な方法から試薬の一部変更等わずかに改変した場合やサンプル部位

ごとに試薬の追加・変更をする等わずかに改変した場合は、改変した部分を詳細に

記載しなければならない。 
③DNA 分析方法 
正確で再現性のある分析結果を得るために遵守しなければならない事項について、

詳細かつ具体的に記載しなければならない。 
④分析結果の判定方法 
分析結果から品種の異同を判定する基準を詳細に記載する。 
アンプリコンの有無で判定する場合、増幅の有無の標準サンプルを供試すべきで

ある。 
アンプリコンのサイズを比較する場合、サイズの評価は、同時に分析した標準サ

ンプルとの比較によって行われるべきであり、サイズの異同の判断基準を明確に記

載すべきである。 
 

また、ISO13495 の「8.3.2.4 Working protocol」に基づき、マニュアル案には適用でき

る範囲（例：相互に識別が可能であることを確認した品種、判定が可能であることを

確認した遺伝子型）を明確に記載しなければならない。対象となるマーカー又はマー
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カーセットの誤用に結びつく可能性を極力避けるため、適用できないことが明らかな

品種間だけでなく、適用できない可能性が高いと推定される品種間や品種群等（突然

変異など）についても、できる限り詳しく記載することが望ましい。 
 
 
６．妥当性確認 
 DNA 品種識別技術の妥当性確認は、試験室間妥当性確認で実施するものとし、そ

れができない場合は、試験室内妥当性確認で実施することができる。 
 各分析方法はマーカーごとに妥当性が確認されるべきであるが、マニュアル案でマ

ルチプレックス PCR 等により同一反応で複数のマーカーを用いることにしている場

合は、同一反応に供試するマーカーセットごとに妥当性が確認されるべきである。マ

ーカー又はマーカーセットの妥当性を確認するためには、マニュアル案全体の妥当性

が確認されていることが求められる。マニュアル案に DNA 抽出方法が指定されてい

る場合は、DNA 抽出方法についても妥当性を確認する必要がある。 
 妥当性確認を行う試験室は適切な分析能力を確保するために、以下の点を満たす必

要がある。 
 
① 分析サンプルの管理が適切に行われていること 
② 分析に使用する設備や機器の管理や校正が適切に行われていること 
③ 適切なトレーニングや技能評価を行うことで分析者の有する技能が適切に保た

れていること 
④ 分析に使用する試薬の管理が適切に行われていること 

 
６－１．供試する品種（サンプル） 
ISO13495 の「8.3.2.3 Biological material」に基づき、供試する品種（サンプル）は、 

国内又は国際的にできる限りよく知られた（可能であれば）少なくとも 5 品種（サン

プル）以上を用いることが望ましい。供試する品種（サンプル）は、種子、葉等の植

物体の一部や、単一の品種に由来する粉末試料等のいずれでもよく、標準サンプルを

含めるものとする。一般的な DNA 抽出方法の適用が可能で、マニュアル案で抽出さ

れた DNA の濃度や純度等の範囲を指定している場合は、その要件を満たす DNA サ

ンプルでもよい。ただし、マーカーの識別能力を適切に確認するために、供試する品

種（サンプル）にはマニュアル案で識別可能としている品種のうちできるだけサンプ

ル間で近縁なものや分析結果が類似するマーカーとサンプルの組み合わせを含むこ

とが望ましい。また、上記の近縁な品種を供試していない場合は、その事実と理由を

明確に示さなければならない。対象に交雑品種が含まれる植物種等においては、対立

遺伝子の競合を検査するために、交雑品種や親の DNA の混合物、又はその親系統を
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供試することが望ましい。また、品種内多型の検出がないことを確認するためには、

適正に増殖された同一品種の複数の個体に由来するサンプルを供試することが望ま

しい。なお、一般的でない変異系統があることが知られている品種は、除外すること

ができるが、そのような品種の情報についてもマニュアル案に記載し、誤判定が生じ

ないようにするべきである。

６－２．安定性試験

ISO13495 の「8.2.1 Repeatability」に基づき、1 品種（サンプル）につき 1 回の DNA 
抽出を行い、少なくともマーカー又はマーカーセットごとに 3 反復の DNA 分析を行

う。反復した DNA 分析の結果がマニュアル案の「分析結果の判定方法」に照らして、

全て同じ判定を導くものであれば、マーカー又はマーカーセットの安定性があるとみ

なす。

６－３．再現性試験

ISO13495 の「8.2.2 Reproducibility conditions (or intermediate precision)」に基づき、 
1 品種（サンプル）につき、日時又は実施者を変えて DNA 抽出と DNA 分析を最低

3 回行う。DNA 分析はマーカー又はマーカーセットごとに行う。各供試品種で反復

して行った DNA 分析の結果が、マーカー又はマーカーセットごとにマニュアル案の

「分析結果の判定方法」に照らして全て同じ判定を導くものであれば、供試したマ

ーカー又はマーカーセットの再現性があるとみなす。

６－４．妥当性の判定

 妥当性確認を行う試験室はマニュアル案に記載されている項目を遵守して試験を

行い、マニュアル案に記載されている判定基準に従えば、判定結果が明確かつ安定で

再現性高く得られることをもって妥当性が確認されたとする。

マニュアル案に最終的な判定の正誤に影響を与える要素（例えば５－４．①～④に

係る事項）が見つかった場合は、誤判定になる要素を除外する等の対応をマニュアル

案に反映させ、再度、妥当性確認を行わなければならない。

６－５．試験室間妥当性確認

試験室間妥当性確認は、依頼等により DNA 分析を行うことが想定される試験室等

において、マニュアル案に定められた DNA 抽出方法、DNA 分析方法及び分析結果の

判定方法について、手順通りに実施し、マニュアル案通りの結果が得られることを確

認することで、実施したマニュアル案とマーカーセットの妥当性を試験室間で検証す

るものである。
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６－５－１．最低参加試験室数

ISO13495 の「8.3.2.2 Minimum number of participating laboratories」に基づき、国内

間レベルの妥当性確認では（可能であれば）少なくとも４つの試験室、国際間レベ

ルの妥当性確認では少なくとも 8 つの試験室が参加するものとする。

参加する試験室は、他の試験室と分析者及び試薬が独立していなければならず、

設備・機器についても原則として独立していることが望ましい。

６－５－２．試験室間妥当性確認の代表機関

試験室間妥当性確認や予備試験を行う際には、開発者や試験室間妥当性確認に参

加する試験室のとりまとめの役割を担う代表機関が必要である。とりまとめを行う

代表機関は、試験室間妥当性確認における試験の成否の判断、供試する品種（サン

プル）の収集と準備（調整）、マニュアル案の周知及び分析結果を受けた修正・変

更、報告された分析結果のとりまとめと妥当性の判断等について、中心的な役割を

担うものとする。

６－５－３．予備試験の実施

代表機関は、試験室間妥当性確認を実施する前に、参加する試験室に予備試験を

実施させることが望ましい。予備試験はマニュアル案通りの手順で実施し、供試品

種（サンプル）やマーカーは試験室間妥当性確認に使用するもののうち、代表的な

もののみでよい。供試する品種（サンプル）は標準サンプルを除きブラインドサン

プルとする。各試験室はマニュアル案通りに実施できない項目がある場合には、変

更点を代表機関に報告しなければならない。代表機関が変更点を了承した場合のみ、

試験を継続することができる。了承された変更点はマニュアル案に追記されなけれ

ばならない。

６－５－４．予備試験の結果

参加した試験室は、予備試験の結果を代表機関に報告するものとする。報告には

判定結果のみならず、試験記録の写しを添付する等、分析結果から判定に至った経

過がわかるものでなければならない。代表機関は報告された結果がマニュアル案通

りの評価方法で適切に判定されているかを確認する。評価方法や判定結果が適切で

はなかった試験室に対し、代表機関は聞き取り等を行い、考えられる要因を検討す

る。要因が明らかになった場合は、再度予備試験を行い、評価方法や判定結果が改

善されたことを確認する。要因が明らかにならなかった場合や改善が確認できなか

った場合は、その試験室は試験室間妥当性確認から除外する。

６－５－５．予備試験結果のマニュアル案への反映

代表機関は、６－５－３．における変更点、及び６－５－４．における改善につ

いて、修正点を明確にした上でマニュアル案に反映し、試験室間妥当性確認では反

映後のマニュアル案を使用しなければならない。
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６－５－６．本試験

本試験に参加する試験室は、６－５－５．で改善したマニュアル案の通りに分析・

判定を実施し、結果を代表機関に報告する。報告には判定結果のみならず、試験記

録の写しを添付する等、分析結果から判定に至った経過がわかるものでなければな

らない。代表機関は各試験室からの結果をとりまとめ、６－４．に基づき、マーカ

ー又はマーカーセットごとに妥当性を確認する。

６－５－７．マーカーセットの改善

個別のマーカー反応の組み合わせによるマーカーセットにおいては、妥当性が確

認できなかったマーカーはマーカーセットから除外する。マーカーセットに新たな

マーカーを追加する場合は、別途６－５．又は６－６．に定める妥当性確認を実施

し、妥当性を確認する必要がある。

同一反応に供試するマーカーセットにおいても、同様にマーカーの加除による改

善を行うことは可能であるが、マーカーを除外したのみの場合であっても、別途６

－５．又は６－６．に定める妥当性確認を実施し、妥当性を確認する必要がある。 

６－６．試験室内妥当性確認

試験室内妥当性確認は、依頼等により DNA 分析を行うことが想定される試験室等

であって、６－５－１．の規定に従い、開発者とは独立した試験室において、マニュ

アル案に定められた DNA 抽出方法、DNA 分析方法及び分析結果の判定方法につい

て、手順通りに実施し、マニュアル案通りの結果が得られることを確認することで、

実施したマニュアル案とマーカーセットの妥当性を試験室内で検証するものである。

試験室間妥当性確認の６－５－２．～６－５－７．に準じて実施する。

７．報告書の作成

 代表機関又は試験室内妥当性確認を実施した試験室（以下、「代表機関等」という。）

は、「６．妥当性確認」の一連の経過と結果をとりまとめた報告書を作成するととも

に、供試品種（標準サンプルを含む）の詳細（遺伝的由来、入手方法、調製方法及び

供試理由（選択根拠））、妥当性確認の結果、妥当性が確認されたマーカーセット、マ

ーカーセットで判定できる品種ごとの分析結果、追記・修正された手順等について反

映したマニュアル(成案)を作成する。 

８．記録の保管

 妥当性確認の結果は当該分析技術が妥当性確認されたものであることを証明する

ものであることから、代表機関等は試験室間妥当性確認及び試験室内妥当性確認の分
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析結果や報告書等の一連の資料を、検証可能な状態で保管しなければならない。

９．マニュアル(成案)へのマーカーの追加等の修正 
 次に掲げる場合は、「６．妥当性確認」の行程に従って妥当性を確認する必要があ

る。

① 分析対象となる品種の増加や変更に伴いマーカーを追加・変更する必要が生じ

た場合

② 標準サンプルを追加・変更する場合

③ 分析手順を変更する場合（機器の仕様や試薬などの変更が同等品の範囲を超え

てなされる場合を含む。）

上記において妥当性が確認された場合は、当該内容をマニュアル(成案)には反映す

るとともに、変更事項及び変更年月日を併せて記載する。

 なお、分析手順（機器の仕様や試薬の変更など）の軽微な変更は、分析機関内で結

果に影響がないことを確認するものとする。
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参考資料

「５－４．マニュアル案の作成」の「④分析結果の判定方法」における補足資料

 分析結果から判定を行うにあたり、許容されるべき分析誤差の範囲や許容すべき

でない非特異的反応等が記載されていることにより、分析機関がより明確に判定を

行うことができるとともに、判定の客観的根拠を示すうえでも重要である。

 このような判定基準は、分析方法や分析対象の違い等によって変わりえることか

ら、各マニュアル案に個別に記載されるべきである。

 特定の分析技術に対応した判定基準の一例として、以下に資料を掲載する。分析

技術の開発者は各分析技術に適した判定基準の記載を検討するにあたっての参考と

されたい。

※「DNA 品種識別技術の妥当性確認時の留意点」（令和５年、農研機構）より

転載
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品種A 

品種A、Bの間にピークの

ずれがある。

なお、この例では、±0.5bp
未満のため、妥当性ありと

評価した。

品種B 

スタンダードセット 

「DNA品種識別技術の妥当性確認時の留意点」（令和５年、国立研究開発法人農業・食品産業技術総合研究機構）より転載 

１ SSRマーカーによる分析法 

（１） ピークのズレ

同一のロットで解析した場合でも、解析した品種間で僅かなピークのずれが生じることが
ある。スタンダードセットと比較して1.0bp以上のずれ（±0.5bp）は別のピークと判定し、
別ピークの見られるマーカーは妥当性なしと評価する 8)。 

図2．スタンダードセットとのピークのズレが見られる波形図の例 

A  B  C 

図1．スタンダードセット※の波形図の例 
※ 開発者が設定した基準となる単一又は複数の品種について、マーカー毎にPCRによる増幅後の産

物を混合して作成する標準サンプル 3)。供試品種の遺伝子型判定の基準とするため、基準となる
個々の標準サンプルの保存、作成した混合物（スタンダードセット）の保管に注意を要する。 
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（２） 対立遺伝子間の増幅差 

 SSRマーカーにより増幅される対立遺伝子は、共優性であるためピークの高さは概ね倍数
性が反映される。例えば、2倍体の品種において近い分子量にピークが2本出る場合、両ピ
ークは概ね同じ高さで出現する。しかしながら、まれに倍数性と一致しない増幅差が生じる
場合があり、倍数性及び事前に解析した遺伝子型を考慮した上で、このようなマーカーは妥
当性なしと評価する 9)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３） スタッターバンドの基準 

 スタッターバンドは、PCRによる増幅の際に発生する本来の位置からずれたピークであ
り、正確な遺伝子型の判定を困難とする（図5）。目的とするピークとスタッターバンドの誤
判定防止のため、その品種で確認された目的とするピークの高さと比べて、スタッターバン
ドの高さが1/10以下であることを妥当性の評価基準として運用している（図6）。そのた
め、図5のように本来のピークの1/10より高いスタッターバンドが見られるマーカーは妥
当性なしと評価する 9)。 
 
 

図4．対立遺伝子の構成が2：1：1の4倍体品種の波形図 
ピークの高さが2：1：1になっており、対立遺伝子の構成と一致している。 

a b 

図3．対立遺伝子間で増幅の差異がない波形図（a）と増幅差が大きい波形図（b） 
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（４） 非特異的なピークの許容範囲 

 スタッターバンド以外の非特異的な増幅とみられるピークについても、その隣接するピー
クの1/10より高いピークであればそのマーカーは妥当性なしと評価する。 
 
 

 
 

  

図5．許容できないスタッターバンドの波形図の例 
青塗部が本来のピーク、矢印部がスタッターバンドを
示す。橙矢印で示すピークが見られるマーカーは、妥
当性なしと評価する。なお、黒矢印で示すピークは
1/10以下のため、妥当性の評価には影響しない。 
 

図6．許容するスタッターバ
ンドの波形図の例 

図7．妥当性なしと評価する非特異的なピークの見られる波形図の例 

1/10以下 

1/10より高い 
1/10より高い 

1/10より高い 
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２ CAPSマーカーによる分析法 

 

（１） PCR増幅の基準 

図8a, bは、妥当性があると評価したマーカーによるPCR増幅産物及び制限酵素処理後の
電気泳動像である。PCR増幅時（図8a）に目的外のバンドが確認されていない。 
図8c, dは、妥当性がないと評価したマーカーによるPCR増幅産物及び制限酵素処理後の

電気泳動像である。遺伝子型を判定するバンドの位置及びその近傍にPCR増幅の段階（図
8c）で非特異的なバンドが出現しているため、このマーカーは妥当性なしと評価する。 
 
 
 

 

  

a b 

c d 

図8．妥当性ありと評価するマーカー（a, b）及び妥当性なしと評価するマーカー（c, d）に
おけるPCR増幅時(a, c)及び制限酵素処理後(b, d)の電気泳動像の比較 
※赤枠は制限酵素処理後に遺伝子型を判定するバンドが出現する位置を示す。 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
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（２） 制限酵素処理の再現性 

 開発者が実施した試験では制限酵素処理結果が明瞭であるが（図9a）、別の試験室での試
験では、制限酵素処理の結果が不明瞭で、切れ残りと思われるバンドが出現する場合には
（図9b）、開発者からの意見を聞いた上で試薬等を変更して再度試験を実施する。試薬等を
変更してもなお、このような状態が確認されるマーカーは妥当性なしと評価する。 
 
 
  a                                          b 

 
 
 

（３） バンドの判読基準（サイズ差） 

 遺伝子型を判定するバンドは、検出される場所が視覚的に異なっていることが求められ
る。例えば、図10では、遺伝子型を判定するバンドがサイズの異なる2本と明確に視認で
きるため、このマーカーは妥当性ありと評価する。 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

図9．開発元(a)及び別の試験室(b)における制限酵素処理後の電気泳動像の比較 

図10．サイズの異なる2本のバンドと明確に視認できる制限酵素処理後の電気泳動像の例 

M AA AB BB

397bp
348bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M
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（４） バンドの判読基準（濃淡） 

 図11は、同一の試験過程において、制限酵素処理後の電気泳動像を比較したものである。
一方のマーカー（図11a）では、赤枠で囲った部分はバンドなしと判定している。しかし、
他方のマーカー（図11b）では、赤枠で囲った部分は図11aの赤枠部と同程度の濃度である
がバンドありと判定している。このように同一の試験過程でバンドの有無を判定する濃度に
矛盾が生じることは避けるべきである。遺伝子型を判定するバンドの濃度の基準は、ひとつ
の試験過程で統一されている必要がある。 
 
 

  
図11．同一の試験過程における制限酵素処理後の電気泳動像の比較例 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

a 

b 
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３ RBIPマーカーによる分析法 

 
（１） 遺伝子型判定の前提条件 
 図12aのように、陽性コントロールの増幅が安定している状態で、供試品種の遺伝子型を
判定する。 
 図12bのように、ターゲットとするバンドの増幅は見られているが、陽性コントロールの
増幅濃度が不均一の場合、目的とするバンドの増幅に対しても疑義が生じるおそれがあるた
め、遺伝子型の判定は行わない。このように、複数のマーカーを組み合わせる場合、用いる
マーカーの増幅が不均一となる分析手法は避け、目的産物と陽性コントロールの双方が安定
して確認できないマーカーは妥当性なしと評価する。 
 
 

 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

図12．陽性コントロールが安定している電気泳動像(a)及び不均一な電気泳動像(b)の比較 
白矢印は陽性コントロールを、黒矢印は目的とするバンドを示す。 

M 1 2 3 4 5 6 7 8M 1 2 3 4 5 6 7 8
a b 
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（２） 非特異的なバンドが見られないこと 

目的以外のバンドが生じた場合、現象としての説明は可能であるが、このバンドが何に由
来するものなのか、真に多型とは別のものであるか断言はできない。このため、品種の識別
に用いるマーカーは、確認される位置によらず、目的以外の非特異的なバンドが見られない
ことを原則とする。 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    a                                      b  

 
 
 
 
 

図13．妥当性ありと評価する電気泳動像の例 
白矢印は陽性コントロールを、黒矢印は目的とするバンドを示す。 
 

図14．妥当性なしと評価する電気泳動像(a,b)の例（非特異的なバンド） 
白矢印は陽性コントロールを、黒矢印は目的とするバンドを示す。 
赤枠内は、妥当性がないと評価する要因となる、非特異的なバンドを示す。 
 

 

M 1 2 3 4 5 NC PC
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（３） 偽陽性（偽陰性）となるバンドが見られないこと 
目的とするバンドの位置やその近傍に目視できるバンドが見られないことが求められる。

これは、（４）の条件とも関係する。 
  a                                      b 

 
 
 
 
 
 

（４） バンドの濃淡による判読の基準 

２（４）でも述べたとおり、遺伝子型を判定するバンドの濃度の基準は、ひとつの試験過
程で統一されている必要がある。同一の試験過程でほぼ同一の濃度のバンドを、一方のマー
カーでは「有」と判定し、他方のマーカーでは「無」と判定すると、恣意的な結果であると
結論づけられるおそれがある。このため、各マーカーで判定するバンドの濃度は同程度であ
ることが求められる。 

a                                                    b 

 
 

M 1 2 3 4 5 NC PC M 1 2 3 4 5 NC PC

図15．妥当性なしと評価する電気泳動像(a,b)の例（偽陽性のおそれがあるバンド） 
白矢印は陽性コントロールを、黒矢印は目的とする増幅産物を示す。 
赤枠内は、妥当性がないと評価する要因となるバンドを示す。 

図16．同一の試験過程での電気泳動像の比較例 
白矢印は陽性コントロールを、黒矢印は目的とする増幅産物を示す。 
※図16a赤枠内のバンドを全て「有」とする場合には、図16b赤枠内も「有」とすべきで
ある。 

M 1 2 3 4 5 NC PCM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
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４ その他 
 
妥当性確認を行った際の実験の記録は、後年の検証に対応するため、長期間の保管を行う

こととしている。どのような者がみても正しく結果を判定できるようにするため、図17～20
のような画像の乱れ（画像の歪み、ハレーション等）は避け、電気泳動像やフラグメント解
析の波形図等は鮮明な結果を得る必要がある。それらの問題に対応するためには、日頃から
実験器具等の不具合の確認・改善や実験操作における基本的な留意事項を遵守することが大
切である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

図17．スマイリングした電気泳動像 
（電気泳動のバンドに歪みがみられる） 

図18．ハレーションを起こした電気泳動像 
（光が強すぎてバンドや画面が白くぼやけ
たり濁ったりしている） 

図19．ピークが振り切った波形図 
（目的産物（緑色）のピークが高すぎ、他の蛍光
色素（赤色や青色）の結果にも影響がみられる） 
 

図20．テーリングした波形図 
（ピークの後ろ側が間延びしている） 
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あとがき

 本ガイドライン「１．はじめに」にもある通り、これまでに公表されている妥当性

確認のためのガイドラインを国際規格や新たな分析手法を踏まえたものとしていく

ため、令和 4 年 10 月から３回にわたり検討会を開催し、委員の皆様に活発なご議論

をいただいた。取りまとめにあたっては、令和４年度内の公表に向けて時間的制約が

あるなか、技術的な観点のほか育成者権侵害の裁判における証拠としての利用が期待

される DNA 品種識別技術の妥当性を担保することを念頭に検討を進め成案を得た。

しかしながら DNA 品種識別は、近年の DNA 分析技術の急速な進歩を受けて、今後、

高精度、高効率、安価な技術への更新が頻繁に求められる可能性が高い。したがって、

今回言及できなかった部分については引き続き検討を継続して技術を最新に保つこ

とや、本ガイドラインが常に適切な内容となるよう、定期的に確認・検証していく必

要があろう。今後の継続的な取り組みに期待する。
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