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【概要】 

近年の遺伝子技術の大幅な進展のなかで、全ゲノム解読の容易化やゲノム編集

技術の確立等を背景に、これまでの交配と選抜の繰り返しによる育種から、遺伝子を

活用した育種へと育種方法が変化しており、従来にないスピードでの育種が行われる

ようになった。UPOV の作業部会においても遺伝子情報活用による植物ごとの品種の

類似性・同一性の判別技術の実用化に向けた議論が進められるとともに、オランダを

主体とする EUや中国では品種登録における遺伝子情報の積極的な活用に向けた研

究開発プロジェクトが進展し、今後、遺伝子情報を活用した技術が確立されれば、

UPOV においても品種登録等に遺伝子情報を活用する方向へ見直されることも想定

される。 

  我が国においても国際的な議論に資する必要な情報を提示できるようにするた

めに、植物品種保護制度における遺伝子情報の活用に係る技術を確立し、植物ごと

の品種の類似性・同一性の判別技術の実用化を図る必要がある。そこで、我が国も国

際的な議論に参加するために、オランダが主体となって進めている研究開発プロジェ

クトに参画し、遺伝子マーカーを活用した品種識別の検証を行う。

●Rad-Seq 法を用いた品種識別マーカーの評価検討
H30 年度及び 31 年度の本事業では、品種識別マーカーとして現在最も利用さ

れている SSR マーカーおよび次世代シーケンサーを用いた Rad-Seq 法および全ゲ

ノムシークエンシング法によって検出された品種間多型の識別能、識別精度、開発

コスト等の比較検討、検出された品種間多型についての三手法による検出程度の調

査を実施した。その結果、現時点では、Rad-Seq 法によることが最も適当と判断され

たところである。

  これを受けて、令和２年度は Rad-Seq 法を用いて、スイカ、エダマメ、キャベツの



品種識別マーカーの作成・評価を実施した。キャベツについては識別できなかった

が、クラスタリングに用いる SNPs をより精査することで識別が可能と判断されたことか
ら、本年度は、より実用的な調査として、野菜の市場流通品種を数品種選定して、 

Rad-Seq 法による品種識別マーカーセットを構築し、実証を行う。 

（１）Rad-Seq 法を用いた品種識別マーカーの評価検討
【目的】

日本種苗協会より要請のあった野菜の作目・品種について、同一品種から複数サンプ

ル（１品種あたり 12 個体）をサンプル収集し、Rad-Seq 法によって品種内多型検出の
有無を確認する。

【方法】 

１．材料 

日本種苗協会と協議をし、本事業に作目及び品種について、日本種苗協会で決定

することで同意し、日本種苗協会より下記の品種の種子の提供を受けた。 

対象作目：キャベツ 

対象品種：11 社から提供された 50 品種。なお、日本種苗協会関係者と協議の上、

本報告書において品種名は明記せず、解析 ID（21Cab01～21Cab50）で記載している。 

２．実験手法 

  提供を受けた種子を温室内で播種し、葉サンプルを用いて DNA 抽出装置・

oKtopure(LGC Biosearch 社）により１品種当たり 12 個体の DNA 抽出を行った。

ddRAD-Seq 解析は Shirasawa et al. (2016)の方法に準じて実施した。すなわち、提供

されたゲノム DNAを二種類の制限酵素（PstI とMspI）で切断した後に、切断末端にア

ダプターを付加し、未反応の短鎖 DNAを除くために磁気ビーズによる精製を行った。

各個体を識別するためのタグ配列を持つプライマーを使用して、精製した DNA を鋳

型とした PCRを行い、増幅断片を得た。増幅断片を混合し、自動 DNA断片ゲル抽出

装置 BluePippin（Sage Science）により 300塩基対から 900塩基対の長さの DNAを分

画して回収した。 

配列解析は MGI DNBSeq-G400 により実施し、100 塩基長のペアエンド配列を 3 レ



ーン取得した。得られた配列を下記の参照ゲノム配列にマッピングした。 

キャベツ：Brassica_oleracea_JZS_v2

配列データを PRINSEQ (Schmieder and Edwards 2011)及び fastx_clipper

(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit)の各プログラムを使用して品質で精査した。配

列のマッピングは Bowtie2 プログラムにより行い、Samtools を用いて変異を検出した。

検出した変異を以下の条件でフィルタリングした。 

⚫ 参照ゲノム配列の塩基が Nでない

⚫ マルチアレルを除く

⚫ Indelを除去しない

⚫ QUAL999以上

⚫ DP20以上 200以下

⚫ GQ 20以上

⚫ max-missing 0.9 （max-missingは全サンプル中、バリアントがコールされたサンプ

ルの割合を示す）

検出された変異を用いて GGT2 プログラム（Van Berloo 1999）により遺伝距離

（Jaccard法）を算出し、MEGAにより Neighbor Joining系統樹を作成した。

【結果】 

取得した配列数は全合計で 1,239,085,875×2本だった。１サンプルあたりの配列数

は平均で 2,065,143×2本（最小 66,599×2本、最大 2,989,797×2本）だった。参照ゲ

ノム配列に対するマッピング率は平均で 95.78%（最小 86.24%, 最大 95.78%）だった。

フィルタリング前の候補バリアントの数は 1,810,583 で max-missing 以外の条件でフ

ィルタリングをしたあとのバリアント数は 111,863 だった。max-missing 値を 0.5～1.0 ま

で 0.1刻みで設定してフィルタリングした結果は表 2のとおりとなった。 

表２．Max-missingによるフィルタリング後のバリアント数 

max-missingの値 検出されたバリアント数 

0.5 39,569 

0.6 35,585 

0.7 31,667 

0.8 27,489 

0.9 21,652 

1.0 1 

Max-missing=0.9 でフィルタリングされた 21,652 バリアントを対象として以降の解析

をすすめた。 



解析を実施した 600 個体（50 品種×12 個体）においては、一部で良好な DNA が

抽出できないなどの原因で十分なリード数を取得できない個体があった。このような個

体はバリアント検出において多くが欠損値となり、その後の解析を正常に行うことがで

きない。そこで、対象とする 21,652 バリアントの 20%以上が欠損値となった SNP19 個

体を解析から除外した。 

フィルタリング後に得られた 21,652 バリアントの MAF（Minor Allele Frequencey）の

平均値は 0.175だった。MAFの分布を図１に示す。 

図 1. 21,652バリアントのMAF値の分布 

21,652 バリアントを用いて欠損値が 20%未満の 581 個体に対し系統樹を作成した

（別紙２）。供試した 50品種のうち、44品種は解析した個体全てが同一クラスター内に

属し、かつ他の品種とクラスターを共有しなかった（表３，図２）。これらの品種は識別性

が高く、少数の DNA マーカーで識別ができる。一方、他の品種とはクラスターを共有

しないが、比較的遺伝的に離れた２つのクラスターに品種内の個体が分離する品種が

２品種あった（図３）。これらの品種は DNA マーカーによる識別は可能であるが、品種

識別においては２つのクラスターに属する個体をともに識別する必要があるため、マー

カーの選定に注意が必要である。また、品種が属するクラスターが２つに分かれ、かつ

他の品種とクラスターの一部を共有品種が 2 品種あった（図４）。これらの品種は DNA

マーカーによる互いの識別が困難であるが、より多くの個体を用いた追加解析を行うこ

とで、適した DNA マーカーを設計できる可能性はある。残る２品種２つの品種が１つ

のクラスター内に属していた（図５）。この２品種は他の品種との識別は可能であるが、

２品種を互いに識別することは不可能であると考えられた。
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表３ 解析を行った 50品種の品種識別性 

他の品種とのクラスター共有 品種が属するクラスター数 品種数 品種識別性 

共有しない 
1 44 高 

2 2 中 

共有する 
2 2 低 

1 2 不可能 

図 2. 同一品種内に属する全ての個体が同一クラスターに属する例。21Cab**(**

は二けたの番号)は品種 ID、-01～-12は個体 IDを示す。 



図３. 同一品種が比較的離れた２つのクラスターに分かれる例（21Cab43、黄色でハ

イライト）

図４．同一品種が２つのクラスターに分かれ、かつ１つのクラスターを他品種と共有して

いる例（21Cab31-02 は品種 21Cab31 の他の個体とは別クラスターに属し、品種

21Cab30の 2個体とより遺伝距離が近い） 



図５. ２品種がクラスターを共有している例。品種 21Cab02（黄色ハイライト）と 21Cab48

（ハイライトなし）の個体が 1つのクラスター内で入り混じっている。

【考察】 

本検定で行った解析により、キャベツでは 50品種のうち 44品種は容易に識別が可

能であり、2品種はマーカーを工夫することで識別が可能であった。また 2品種は個体

を増やした追加解析により識別マーカーを開発できる可能性がある。一方、互いに識

別が困難な品種があることも明らかとなった。識別可能な品種については、dd-RAD-

Seq解析で検出された SNPsを KASPマーカーなど PCRベースのマーカーに変換す

ることで、品種識別マーカーを得ることができる。 




