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更新経歴表 

更新月日 内容 

2009/6/16 添付資料１に「品種識別マニュアルの目次」を追加した。 

2009/6/22 

「３．１．２ 妥当性実施機関の条件」を追加した。 

それに伴い、「３．１委員会」を「３．１．１」に変更し、３．１には｢３．１妥当

性の確保」を設けた。 

「図１ ＤＮＡ鑑定サービスまでのジョブフロー」にstep5として「ＤＮＡ鑑

定の品質確保」を追加した。 

「６． ＤＮＡ鑑定の品質確保」を追加した。 

2009/7/8 

「２．２ 権利関係」の文章表現を分かり易くした。内容に変更なし。 

「３．認証規則」の序論に「同一内容の検証を複数機関へ依頼し、複数

機関の検証データを総合的に分析して認証の妥当性を求める」を追

加した。 

「２．４ 自己検証」 

（１）以下の株で品種判別を実施すること。 

基準株：分譲元 

生産者：分譲先生産者の産物 

市販品：種苗会社などの流通品 

を追加した。 

2010/11/2 

「４．２．４ 2 検体の比較検査」を追加 

「４．２．５ 基準値マーカーの扱い方」を追加 

添付資料１に「品種識別マニュアルの目次」を削除し、 

「７．品種識別マニュアルの書き方」を追加 

タイトルを「ＤＮＡ鑑定サービスまでのジョブフローと規則」から 

「ＤＮＡ鑑定提供までのジョブフローと規則」 

2011/7/5 
「２．３．１ マーカーの開発」の「（３）2bp 以上の SSR マーカ

ー」と「（４）誰でも活用できる検査技術」を追加 
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１． ＤＮＡ鑑定提供までのジョブフロー 

本ジョブフローは、研究開発の成果を産学官の協力で実社会に提供することを目的とし、

提供までに必要な事柄とそのガイドラインをジョブフローとして図１に現します。 

ライセンス規則 

と責任 

マーカー開発 

規則 

・基準株の選定 

・2段階検査手法への対応 

認証規則 
・マーカー認証 

・実験手法のマニュアル認証 

・権利元 

（権利の明確化） 

・契約 

（責任の明確化） 

・ﾏｰｶｰの責任者 

・実験ﾏﾆｭｱﾙの責任者 

・ランニング費 

・イニシャル費（会員制） 

・イニシャル費+ランニング費 

Step３ 

Step１ 

Step２ 

Step４ 

・ライセンス形態 

（経済的責任の明確化） 

・検査方式（相対値 or 絶対値）の選定 

・実験方法 

・ISO検査所認定 

・検査の運用（監査） 

Step５ 
ＤＮＡ鑑定の 

品質確保 

・ＩＳＯの取得 

・技師の育成 

・研修システム 

・資格制度 

・ＩＳＯ９００１ 

・ＩＳＯ１７０２５ 

・マーカー 

・実験ﾏﾆｭｱﾙ 

ＤＮＡ鑑定の 

検査規則 

図１ ＤＮＡ鑑定サービスまでのジョブフロー 
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２． マーカー開発の規則 

 

 

２．1 基本的な考え方 

ＤＮＡ鑑定に必要な要素を、識別するための「マーカー」と、マーカーを検出する

ための「実験方法」とに区別して定義する。また、権利も各々で異なり、規則も権利

に従って設定する。 

 

２．２ 権利関係 

識別の開発で発生する知的所有権は、品種などを識別する「識別マーカー」と、識

別マーカーを用いて判別する実験手段を記載した品種識別マニュアルとがある。 

「品種識別マーカー」は、特許権としての権利となり、識別するための実験手段を

書いた手順書の「識別マニュアル」は著作権としての権利となる。 

 

２．３ 開発 

２．３．１ マーカーの開発 

品種識別などのマーカー開発をするにあたって、基本的に以下の事項を考慮して

開発しなくてはならない。 

（１） 基準株を明確に定めて開発 

マーカーを開発するにあり、分譲している基準株を用いて開発をおこなう

こと。 

（２） 2 段階検査に対応したマーカーの開発 

簡易検査と精密検査との２段階で検査を可能としたマーカーであること。

簡易検査とは断片長などの簡易的な手法で判別がおこなえること。精密検

査とは現在の技術でベストと思われる判別手法の塩基配列で判別できるこ

と。 

（３） 2bp 以上の SSR マーカー 

電気泳動の誤差が2bp程度生じるため、4bp以上のSSRマーカーが好ましい。 

（４） 誰でも活用できる検査技術 

エチブロなど健康面で問題とされている物を使用しない方式とする。 

２．３．２ 品種識別マニュアルの開発 

品種識別マニュアルとは、識別マーカーを使って識別する実験方法を記載する

もので、学会で指定する目次に従って記載すること。内容は、第三者が使用して

品種識別が出来る内容でなくてはならない。ただし、新たな技術が開発され、マ

ニュアルに記載されている内容で実験することが出来ないようなときは、新たに
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マニュアルを作成し、定義して実施すること。このとき、マーカーの変更をして

はならない。 

 

 

２．４ 自己検証 

信頼性を確認するため、品種識別の開発終了時、以下の条件で最終確認をおこなう

こと。 

（１） マーカー開発した人物と異なる人物で最終確認を実施することが好ましい。 

（２） 品種識別マニュアルで検証作業を実施すること。 

（３） 以下の株で品種判別を実施すること。 

基準株：分譲元 

生産者：分譲先生産者の産物 

市販品：種苗会社などの流通品 

（４） 実験の繰返し回数を複数回おこなうこと。 

（５） 品種確認は同一品種別個体で５固体以上の個体検査をおこない、検証結果を

提示できる状況にしておくこと。 
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３． 認証規則 

 

認証業務とは、依頼元から提供されたマニュアルに記載している「ＤＮＡマーカーと検

査手順」について、同一内容の検証を複数機関へ依頼し、複数機関の検証データを総合的

に分析して認証の妥当性を求めるものである。 

検証業務とは、マニュアルに従って検査を実施し、手順の再現性確認と識別の認証率を

求めるものである。 

認証率とは、サンプル採取した複数の生物検体を、マニュアルに従って検査をおこない、

ＤＮＡマーカーによる判別の結果をデータ評価したもので、ＤＮＡマーカーでの品種一致

率を求めたものである。 

 

３．１ 妥当性の確保 

妥当性を確保するために、委員会を設け、妥当性に相応しい機関で実施しなくては

ならない。 

３．１．１ 妥当性委員会の設置 

認証業務は複数人の第三者委員会（中立委員を委員長として、大学、独立法人研究

機関、民間等の専門家から構成）で構成させ、検証機関の選定，サンプルの採取およ

び認証率を合議の上で決定し、図２の認証業務フローに従って遂行すること。 

３．１．２ 妥当性実施機関の条件 

妥当性とは、品種基準株の選定，品種識別マーカーの開発方法，マーカーの認証率およ

びＤＮＡ鑑定検査方法を検証して評価し、その妥当性を判別することである。そのため、妥当

性には中立性と公平性が要求されるため、以下の業務に係わっている機関が妥当性業務を

実施してはらならい。 

（１）品種識別マーカーの開発業務 

（２）ＤＮＡ鑑定による検査業務 

（３）種苗の管理業務 

 

３．２ 認証基準 

委託された認証業務において、帳票にて申請を受付け、以下の条件をクリアした申請

のみを受け入れるものとする。検査手順のマニュアルがあること。 

（１） 検査手法の中にコントロールマーカーが定義されていること。 

（２） マーカー判別手法において、最終的に塩基配列を読み取ることで正確な判別で

きる方式であること。 

（３） マーカーの探索において、以下の条件を実施して決めること。 

・同一ＤＮＡで繰返し実験をし、再現性の確認をおこなう。 
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・同一品種の複数個体との比較を実施する。 

・異なる品種に対しても、１品種複数個体で比較を実施する。 

 

３．３ 検証機関の選定基準 

検証機関の選定基準とは、検証業務を実施する機関を選定するための基準について

定義したものである。（基本的にはＩＳＯ１７０２５の試験所認定機関のレベルに準拠

した検証機関であることが望ましい） 

 

１) 機関選定の手法 

学会の法人会員に対して公募をおこない、応募機関の中から選定することを原則と

する。ただし、応募の中に認証を取得している機関が無い、あるいは何らかの都合

で公募がおこなえないときは、委員会で協議して検証先を決定する。 

２) 検証機関の選定基準 

認証資格として、ISO17025，ISO15189 または ISO9001 を取得している機関を優

先することを原則とする。但し、何らかの事情により、認証を取得していない機関

を選定対象とするときは、以下に述べるチェック項目に従い当該機関のチェックを

委員会でおこなう。 

（１） 検証機関に試験所品質管理マニュアル相当のマニュアルがあること。 

（２） 検証機関は検証業務に関する権限と責任を明確にした組織表が作成されてい

ること。（機密保持体制、職員への内圧外圧の排除を含む） 

（３） 品質マニュアルには品質管理者、技術管理者の権限と責任が明確に記載され

ていること。 

（４） 検証機関の品質マニュアルには品質目標、品質方針の記載があること。 

（５） 検証機関は文書管理体制（品質マニュアル等の配布管理、文書ファイル、文

書改定、文書保管管理、文書取扱責任者など）が整っていること。 

（６） 検証機関では依頼内容の確認、記録が取られていること。 

（７） 検証業務に使用する検査機器、試薬などの購買、受入検査の記録を保持して

いること。 

（８） 検証業務に関する不適合試験業務の管理（不適合処理、是正処置、予防処置）

が行われていること。 

（９） 検証業務の見直しのための内部監査及びマネジメントレビューが行われてい

ること。 

（１０） 検証業務に関与する職員の教育訓練、資格認定を実施していること。 

（１１） 検証業務に関する施設の適合性の記録（温度、湿度、環境制御など）を

取っていること。 

（１２） 検証業務に関する試験方法及び妥当性確認（検査手順書の適合性、検査
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手順書の改定、対応規格の有無、対応試験方法の有無、不確かさレベルの確

認など） 

（１３） 検証業務に関する検査機器の保全計画及び実績、検査機器の設備管理台

帳、ソフトウエアの管理記録を整備していること。 

（１４） 検証業務、測定のトレーサビリティの確保がおこなわれていること。（認

証標準物質又は標準物質、検査機器、試薬など） 

（１５） 検証業務に関する試験試料の識別管理、保管管理を行っていること。 

（１６） 検証業務に関する品質の保証（精度管理：正確さ、再現精度の管理）を

行っていること。 

（１７） 検証業務に関する鑑定の報告実績があること。 

以上のチェック項目に関して７０％以上の適合性があることが望ましい。 

認証機関の選定確認用のチェックリストは別添の「ＩＳＯ１７０２５試験所またはＩＳＯ

１７０２５試験所相当レベルに該当するかどうかを確認するための監査チェックリスト」

を使用する。 

 

３．４ サンプルの採取基準 

マニュアルに記載されているＤＮＡマーカーで判別を実施するためのサンプル採取基

準を定義する。サンプルは以下の観点で採取する。 

１）標準株 

標準株を管理している機関から、同一株を複数個採取する。これは、ＤＮＡマ

ーカーが標準株に対して、どの程度の妥当性があるか判別するためである。 

２）市販品 

市販されている株を複数個所から購入し、ＤＮＡマーカーで判別する。これは、

ＤＮＡマーカーと市販品株とにどの程度の差異が生じているか判別するためのもの

である。 

３）多品種との妥当性 

上記、１），２）は同一品種株に対する妥当性評価のためであるが、異なる品種に

対しても同様の判別を実施すること。 

 

３．５ 認証率 

妥当性を確保するために、検証機関を複数機関選定し、各機関に同一のサンプル

を与えて検証業務を実施させる。認証率は、依頼されたＤＮＡマーカーと標準株お

よび市販品との一致率をまとめて求める。 

 

３．６ 是正処置及び予防処置 

学会での認証活動において発生した問題点とその対策を記録し、是正処置を講じる
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ことで、その後の予防処置をおこなう。 

学会での認証活動は、認証委員会での討議内容を議事録として残し、是正処置が発

生した場合は是正処置内容を対象の検証機関に報告して、１ヶ月以内に是正処置報告

書を検証機関に提出してもらいその内容を再度認証委員会にて審議して最終的な検証

機関の選定を行う。 
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審査ﾁｪｯｸﾘｽﾄ 

 

依頼元 認証委員会 検証機関 サンプル採取機関 

サンプル検討 

サンプル 

採取 

応募 

審議・決定 

認証依頼 １、検証機関の選定 

２、サンプル採取 

検証作業 

認証率の決定 

３、認証率業務 

ﾏﾆｭｱﾙ 

審査ﾁｪｯｸﾘｽﾄ 

帳票３ 

帳票２ 

帳票１ 

帳票６ 

帳票５ 

 ﾏﾆｭｱﾙ 

帳票７ 

報
告
書 

メール 

公募 

メール 

検証依頼 

検証ﾃﾞｰﾀ 

帳票４ 

 図２ 認証の業務フロー 

帳票９ 

視察 

審査 
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４． ＤＮＡ鑑定の検査規則 

 

 

４．１ 基本的な考え方 

ＤＮＡ鑑定において、品種識別マニュアルで識別の実験方法などを記載しているが、

全機関がマニュアルに記載されている同一の環境で実験することは現実的でない。そ

のため、以下の指針を設けることで、ＤＮＡ鑑定の品質を確保する。 

（１）検査の手法 

基準品種と被検査物のマーカーを一緒に、あるいは平行に測定し、基準品種

マーカーと被検体のマーカーを相対比較する。 

（２）基準品種の設定 

検査の前に基準品種を設定して検査をおこなう。 

（３）2段階検査 

簡易検査と精密検査の 2 段階検査方式とし、精密検査では塩基配列で判別す

る。 

 

４．２ ＤＮＡ鑑定の検査 

４．２．１ 検査の手法 

ＤＮＡ鑑定の検査は大きく分けて、基準品種のマーカー値を基準値として定義

して置き、被検体のマーカー測定値と基準値とを比較して判別する方法の絶対値

方式と、基準品種のＤＮＡと被検体のＤＮＡとを一緒に、あるいは平行に測定す

る相対値方式とに区別することが出来る。絶対値方式では、検査に使用する機器

など、各検査機関の環境が異なると、測定値にバラツキが生じる。そのため、判

別の信頼性を確保するためには、各検査機関の環境が異なっても、同じ測定結果

を得ることができる相対値方式を用いるものとする。 

 

４．２．２  基準品種の設定 

前記の相対値方式によるＤＮＡ鑑定方法は、基準品種のＤＮＡを保存して置き、

そのＤＮＡを使用する方法と、基準品種の固体を保存して置き、検査に時にＤＮ

Ａを抽出して使用する方法がある。相対値方式ではどちらの手段を用いてもよい。

基準品種のＤＮＡを抽出して使用する方法は、品種の基準株を複数個体用意し、

個々のマーカーを測定して同一の測定値が多く存在したＤＮＡを基準ＤＮＡとし

て使用する。 
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４．２．３  ２段階検査 

 現在のバイオテクノロジーおいて、十分な証拠能力を有する検査結果を出すた

めには、最終的にマーカー部位の塩基配列で判別を行なうことが最善の手法であ

る。しかし、常に塩基配列を読取って判別することはコスト面から現実的でない。

そこで、まず簡易検査によって基準品種と異なる品種の疑いがあるかどうかのス

クリーニングを行い、その結果、基準品種と異なる品種の疑いがあるものについ

ては、精密検査としての塩基配列決定を行なうという 2 段階の検査システムを採

る。 

この２段階検査の方式は、以下のような利点を持つ。 

（１） 簡易検査の結果により精密検査の必要性を判断できるため、手間と費用

のかかる精密検査を行なう件数を減らすことができる。 

（２） 簡易検査のみでは証拠として不十分とされる危険性を、精密検査の結果

によって払拭することが可能となり、十分な証拠能力を有する検査を行な

うことができる。 

従って、簡易検査は、後に精密検査を行なうことを考慮して、精密検査を行うに

十分な量と質の検体または検体から抽出した DNA を保存できるような簡易検査で

なくてはならない。 

４．２．４ 2検体の比較検査 

2 検体を電気泳動の分離で比較するときは、検体ごとに異なる蛍光色素を標識

して、一緒に電気泳動させる。これは、検体を別々に電気泳動すると電気泳動

の環境が毎回異なるため、誤差が生じることを防ぐためである。 

４．２．５ 基準値マーカーの扱い方 

検体が多くて一緒に電気泳動できない様なときは、基準マーカー＆サイズマー

カーを用いてマーカーと一緒に検体と電気泳動させる。基準マーカー＆サイズ

マーカーの測定値を基準として、検体の測定値を正規化し、比較する。このと

き、電気泳動が異なると基準マーカーやサイズマーカーの測定値にも誤差が生

じることを考慮する必要がある。 

４．３ 検査機関の認定 

検査機関の認定は、以下に示す検査方法に準じて作を実施できる機関を認定する

方式とし、ＤＮＡ鑑定の品質監査を定期的におこない品質を維持させることを目

的とする。 

（１） 識別マーカーは学会で指定するものを使用すること。 

（２） 基準品種株は学会が指定したものを使用すること。 

（３） 測定は相対値方式でおこなうこと。 

（４） 自機関における実験用マニュアルの作成をおこない、当該マニュアルの更

新経歴管理など品質を維持するためのシステムを向けていること。 
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（５） マニュアルは学会で指定する目次に従って記載すること。 

（６） 実験マニュアルの妥当性として、一定量の品種識別を実施したデータを学

会に提示すること。 

（７） 各実験過程において記録を取り、ドキュメント管理をおこなうこと。 

（８） 学会は、認定機関に対してのクレーム窓口を用意すること。 
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５． ライセンス規則と責任 

 

５．１ 目的 

ＤＮＡ鑑定サービスをビジネス社会に組み入れるためには、トラブル発生時の対処

ができるよう責任の所在や関連する知的財産などの権利を明確にしておかなくてはな

らない。そのためには、関係する機関との権利関係を明確にし、契約書を結んで鑑定

サービスを実施しなくてはならない。 

特許登録済のマーカー：実施権のライセンス契約（ライセンス費）を結ぶ。 

特許未登録のマーカー：技術コンサル（技術指導費）という形で契約を結ぶ。 

責任の所在や権利を明確にし、技術漏洩および無断使用の状況にならないようにす

る。特に営利企業へ技術供与する場合には特に注意する必要がある。 

 

５．２ 権利内容 

 ＤＮＡ鑑定の技術に関連して発生する権利には、識別をするための「識別マーカー」

と実験手法を記載した「検査マニュアル」の二種類の知的所有権があり、各々の権利

は表１に表すように権利の種類が異なる。 

識別マーカーを権利化するためには特許を取得することによって権利を主張するこ

とができる。検査マニュアルについては刊行物と同様、著作物として権利化すること

ができる。ただし、検査マニュアルに記載している内容を権利化するときは、新規性

のある内容について特許を取得する必要がある。 

 

表１ 知的所有権 

種類 知的所有権 実施権 

識別マーカー 特許権 発明者 

出願人であるが、一般的に委託開発費で開

発した場合は、全ての権利（研究成果）が委

託開発の依頼元に所有する旨の契約条項が記

載されている。 

識別マニュアル 著作権 作成者 

 著作物であり、多方面へ配布するなどの場

合には、作成者の了解が必要であるが、一般

的に委託開発費で開発した場合は、委託契約

書（または研究成果の納入）で依頼元に      

権利が帰属される。 

 

５．３ 権利の帰属 

権利の帰属先は開発の条件によって異なるが、一般的には図３に示すような構成に
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なっている。権利は発明者が権利化し、出願人が実施権を持つために発明者との間で

取り決めを交わす。例えば、特許ロイヤリティまたは製品化などで得た利益をどのよ

うに分配するかを決めておくなどの方法で、利益を発明者に還元するためである。 

基本的には実施権は出願人に帰属するが、委託研究によって生まれた発明について

は、委託契約書で依頼元に帰属する契約となっていることが一般的である。ただし、

国の委託研究などでは、依頼先が大学などの非営利団体のときは申請すれば依頼先へ

帰属させることができる場合もある。そのため、権利を実施したい者は権利の帰属し

ている機関を探して、そことライセンス契約を結ぶ必要がある。 

 

 

５．４ 実施時の責任関係 

ＤＮＡ鑑定の実施形態における責任の所在は、知的所有権を権利化した場合と権利

化しなかった場合とで異なる。開発と権利関係を図４にＤＮＡ鑑定と責任の所在を表

２に表して説明する。 

 

５．４．１ 開発と権利関係 

ＤＮＡ鑑定の開発に関係する機関としては下記の機関が存在し、その役割と権利関

係を下記のように定義する。 

開発依頼元：識別マーカーの開発を依頼する。 

開発機関 ：開発依頼元から依頼された識別マーカーの開発をおこなう。 

認証機関 ：開発された識別マーカーの妥当性として、基準株や品種識別の認証

率などの評価をおこなう。 

検査機関 ：開発された識別マーカーでＤＮＡ鑑定サービスをおこなう。 

一般的に、識別マーカーの開発をおこなう場合、全ての権利が開発依頼元に所属す

るよう委託契約書に記載されているため、ライセンスの契約は開発依頼元と契約する

ことになる。しかし、国の委託研究では、開発機関が大学などの非営利のときは、権

利の譲渡を申請することにより、開発機関に帰属させることができる。このようなと

発明者 出願人 

実施者 

依頼元 
譲渡契約 

特許 
委託契約 

実施権 

図３ 権利関係 

ライセンス 

依頼先 
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きのライセンス契約は開発機関と結ぶことになる。 

そのため、企業がＤＮＡ鑑定サービスを実施するときは、権利の帰属先を明確にし

て、ライセンス契約を結ぶ必要がある。 

 

検査サービス 

ライセンス契約 

開発依頼元  

開発者 

開発機関 

ユーザ 

委託契約書 

実施権を含む全権 
特許 

ライセンス費 

権利化 

開発と権利関係 

ﾗｲｾﾝｽ元 

ライセンス契約 

原則として、研究成果の全ての権利は開発依頼元に帰属する。 

実施権譲渡 

ライセンス費 

図４ 権利化した場合 

ﾗｲｾﾝｽ元 

依頼元が実施権を持つケース 開発機関へ実施権を譲渡したケース 

検査機関 

認証機関 

開発マーカーの認証依頼 
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５．４．２ ＤＮＡ鑑定と責任の所在 

ＤＮＡ鑑定における責任の所在として、ライセンス元，検査機関および認証機関の３

機関が存在し、知的所有権を権利化した場合としなかった場合で責任の所在も異なる。 

ＤＮＡ鑑定結果で生じる問題としては以下の事象が予想され、そのときの責任の所在

を表２に示す。 

（１）検査作業における瑕疵義務 

検査時の作業ミスで結果が正確にでなかった。 

検査機関の問題であり、権利関係の責任とは関係ない。 

（２）検査マニュアルの不備 

検査マニュアル通りに実施したが検査結果が正確にでなかった。 

一般的に検査機関では検査マニュアル採用時に不備を確認するため、通常では

起こりえないが、起こった場合は契約条項に従う。 

（３）識別マーカーの認証率 

定義されている認識率の精度で識別できない。 

認証における責任の所在は、権利化の形態に関係なく、妥当性評価を実施した

場合、評価した認証機関の責任となる。妥当性評価を実施していない場合は、

ライセンス契約の有無で異なり、契約しているときは、ライセンス元の責任と

なり、未契約のときは検査機関の責任となる。 

 

表２ ＤＮＡ鑑定と責任の所在 

形態 
ライセンス 

契約 

妥当性 

の実施 

検査結果の責任（検査の瑕疵は除く） 

ﾗｲｾﾝｽ元 検査機関 認証機関 

知的所有権を権利

化した場合 
必要 

有 
実施   ○ 

未 ○   

無 
実施   ○ 

未  ○  

知的所有権を権利

化しなかった場合 
不要 

有 
実施   ○ 

未 ○   

無 
実施   ○ 

未  ○  
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５．５ ライセンス費 

ライセンス契約を結んでＤＮＡ鑑定サービスを実施するときは、知的所有権者に対し

てロイヤリティの費用を支払う必要がある。一般的にロイヤリティの支払い方法には、

「イニシャル費」，「ランニング費」および「イニシャル費+ランニング費」の３タイプが

あり、契約時に明確にしておく必要がある。 

イニシャル費： ライセンス費として、最初に一度だけロイヤリティ費を支払う。 

ランニング費： １回ごとの検査に対してロイヤリティを支払うもので、検査費用の％

で支払う。 

イニシャル費+ランニング費： 初期にロイヤリティを支払い、且つ、検査時にも１回

ごとのロイヤリティを支払う。 
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６． ＤＮＡ鑑定の品質確保 

 

ＤＮＡ鑑定の実施にあたってＩＳＯの取得、また、検査を実施する検査技術者の技術水

準を維持するなど、品質を確保することが必要である。 

 

６．１ ＩＳＯの取得 

ＤＮＡ鑑定を実施する機関は、国際水準の品質保証を確保するため、ＩＳＯを取

得することが望ましい。 

ＩＳＯ９００１：品質保証の認証 

ＩＳＯ１７０２５：検査所の認定 

 

６．２ 技師の育成 

ＤＮＡ鑑定の検査を実施する技師の水準を確保するため、資格制度を設け、検査

する技師の技術水準を基準化する。さらに、技術を維持するための仕掛けを設け、

変化するＤＮＡ鑑定技術に対応できるようにする。 
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７． 品種識別マニュアルの書き方 

【基本的な書き方】 

１） 表現は大きいや暖かいなどの曖昧な表現ではなく、ＸＸＸ±ＹＹやＸＸ℃～Ｘ

Ｘ℃の様に数値で表す。色が必要なときは、写真などで貼り付けることが望ましい。 

２） マニュアル使用の対象者は、当該種を扱った経験の無い検査技師であることを前

提に記載する。 

 

【 目 次 】 

１．適用範囲（具体的な適用の範囲や目的を述べる） 

このマニュアルで検査できる対象範囲を記載する。 

例：北海道立十勝農業試験場で保存している小豆が対象である。対象試料は粒であり、

加工品は対象としていない。 

 

２．一般事項（識別に必要とされる一般的な規格、指針、ガイドなどがあれば記載する） 

  一般的に注意しておく事項について記載する。 

例： 

･ 本技術については、技術開発元の○○が特許出願中（出願番号 XXXX）であ

るため、業務利用については出願者の許諾が必要である。 

･ 品種ＤＮＡと被検体ＤＮＡとの相対値での検査でおこなうこと。 

･ JAS 分析試験ハンドブック 遺伝子組換え食品検査・分析マニュアル 改訂

第 2版  

（平成 14年 6月 20 日 （独）農林数遺産消費技術センター）を参照。 

 

３．測定の原理（測定の原理を簡潔に述べる。識別能力にも言及する） 

ＤＮＡマーカー及び識別方法の原理について記載する。 

例： 

･ ○○を利用した品種特異的マーカーの測定法。××種類の品種識別が可能。

（以下、具体的な品種名を列挙） 

 

４．識別方法（具体的な識別方法名を記載する） 

識別方法の手段について記載する。 

例： 

･ 本技術は、作物の進化過程において発生した、ゲノム上の品種特異的な short 

sequence repeat (SSR) マーカーの反復回数の違いを、SSR を含んだゲノム領

域の増幅鎖長の違いにより識別する、SSR 法である。 
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４．１ 方法の要旨 

この方法を用いた趣旨を記載する。 

例：  

･ 近年増加しつつある海外からの○○の輸入に際し、国内生産者の育成者権保護

のために、類似品種の識別の必要性が増大している。輸入品の場合、輸送・保

存のための加工処理により DNA が断片化する場合が多い。SSR 法はゲノム DNA

の非常に短い領域のみを検査対象とするため、断片化した DNA でも、高感度か

つ高精度に品種識別が可能である。また、本法において利用する××種類の

SSR マーカーは品種ごとの多型性が高く、多型間のマーカーサイズの違いも大

きいため、相互に明確な識別が可能である。 

 

４．２ 検査試料 

検査試料の種類および量や、入手先の選定理由について記載する。 

例： 

･ ○○の葉、子実、葉柄を検査試料対象とし、病害や虫害等の損傷のない健全な組

織を用いる。１サンプルは 1葉、1子実、または 1本の葉柄（各××グラム程度）

とし、複数の検査試料を複数回検査する。検査試料は、依頼元より提供された。基

準とする○○は、△△研究所より、凍結葉を入手する。入手した検査試料は、-20℃

以下に冷凍保存する。 

 

４．３ 購入試薬 

購入する試薬を記載する。 

例： 

･ エタノール（96-100%）（和光純薬、Cat No：057-00451） 

･ マーカーA特異的プライマーペア（受託会社に合成を発注） 

A-F：GACTCGATAGTTACGATC 

A-R：TCAGTTACGATCGAGCTA  

 

４．４ 調製試薬 

調整・保存方法を記載する。 

例： 

・ マーカー特異的プライマー 

滅菌蒸留水を用いて各 10pmol/μl に調製。1.5ml チューブに 100μl ず

つ分注し、-20℃以下で凍結保存。一度検査に用いたチューブに残った

溶液は破棄。 
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４．５ 機器・プログラム 

使用する機材を記載する。 

例： 

･ 粉砕器：本法では、水分含量の高い試料に適したものを用いる。分解洗浄、

滅菌が出来るものが望ましい。△△は DNA を分解するため使用し

てはならない。 

・DNA 溶液濃縮装置： （品名）遠心濃縮機  （メーカー・型番）TOMY CC-105 

 

４．６ 実験操作 

色々な方式があると思われるが、下記の趣旨に従って記載すること。また、各

工程において、実験時の注意事項を記載すること。（例えは、泡を取り除いてから

処理するなど） 

 

 ４．６．１ 操作準備作業 

基準を設けて実施する。 

例： 

･ 安全確保：検査者は、白衣、防護用眼鏡、ゴム手袋を着用する。 

･ 実験準備：恒温漕を○○℃に調整しておく。 

 

 ４．６．２ 操作場所 

実験する場所を記載する。 

例： 

・有機溶媒の分注操作はドラフト内で行う。 

・DNA 抽出と PCR 増幅反応は別室で行う。 
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 ４．６．３ 試薬及び器具 

使用する試薬や機器の種類を記載する。検査の各過程に必要なものをすべて列挙

する。 

例： 

購入試薬 

・DNA 合成酵素  品名：KOD FX メーカー・型番：TOYOBO KFX-101 

調整試薬 

・ 電気泳動溶液  

１） 2000ml プラスチック体積計で超純水 1960ml を計量し、2000ml

プラスチックびんに入れる。 

２） 50ml ピペットで 50X TAE 40ml を計量し、超純水に加える。 

３） 2000ml プラスチックびんの蓋をしっかり閉め、20回転倒混和し、

電気泳動溶液とする。 

（室温で１カ月保存可能） 

 

 ４．６．４ 試験材料の取り出し 

マーカー開発に使用した株や自己検証に用いた株とその調達先を記載する。 

 

 ４．６．５ ＤＮＡの抽出操作 

操作手順を記載する。 

｢試料の 2～3倍程度｣、｢○○の一部を別に取り｣などの曖昧な表現を避け、｢試

料重量の 2.5 倍｣、｢○○の××μｌを微量分注器で別の 1.5ml チューブに取

り分け｣など、全ての操作について、具体的な操作が迷いなくできる表現にす

る。 

 

 ４．６．６ ＰＣＲ増幅操作 

  ＤＮＡの増幅方法を記載する。（コントロールを入れて確認する） 

  コントロールは何をどれだけどのように用意するか、なども具体的に記載する。 

    

４．６．７ ＤＮＡマーカーの検出方法について説明する。 

電気泳動によるＤＮＡの分離での検出や、塩基配列読み取りなどの方法の種類、

コントロールには何をどれだけどのように用いるか、なども、数量的な表現で明

確に記載する。 

検出の有無を判断する場合には、たとえば、｢○○機の××の条件における読み

取り結果のピーク値が△△以上」など、その根拠を明確にする。 
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４．６．８ データ解析、判定 

複数回の実験を実施してデータを解析する。 

判定基準を明確に記載する。基準値との比較をする場合には、基準値の定義と

不確かさおよび検査値とその不確かさを明確に記載する。基準値を複数設定する

場合には、それらの利用法とその根拠を記載する。｢実験によっては｣のでは、正

確な判定はできない。 

複数の基準値を解析や判定に用いる場合には、その必要性の根拠、用い方などを

具体的に明確に記載する。 

 

４．６．９ 実験操作フロー図 

実験手順のジョブフローを記載する。 

サンプルから DNA 抽出、識別用反応、識別操作、判定までの全体の流れを、

方法の名称（PCR、DNA シーケンサーによる鎖長解析など）とともに 1 枚の図に

する。上から下へ、矢印で各作業をつなぐ。 

 

５、トラブルシューティング 

実験時のトラブル対策についてのＱ＆Ａを、上記本文中の記載に対応して記述する。 

例： 

・DNA 濃度が○○ng/μlに満たない場合 

エタノール沈殿で濃縮を行う。 

具体的には、××μlの△△を加え、・・・ 

（本文の手順中では「DNA 濃度が○○ng/μl以上であることを確認後」な

どと記載があり、脚注などで、「DNA 濃度が○○ng/μl に満たない場合

についてはトラブルシューティング参照のこと」と書いておくことが前

提） 
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６、是正処置 

是正依頼票など是正が必要と思われる事項についての情報収集をおこなう仕組みを

記載する。 

例： 

・ 実験操作内容改善、プロトコールの不明箇所改善、手法改善等に役立て

るため、マニュアル使用者に「問題票（別紙 001）」を配布し、記入しても

らって回収する。記載された事項について、是正処置担当者は、原因を究明

し、適切な是正処置を選択して、是正依頼票を作成する。文書発行責任者の

承認後、是正依頼票をマニュアル作成者へ渡し、マニュアル作成者はマニュ

アルの是正を行う。マニュアル作成者が是正処置を行った場合、審査、承認

を経て本プロトコールの「変更改訂履歴」へ内容を記載し、マニュアル使用

者へ報告する。是正処置担当者は、是正されたマニュアルの使用者に聞き取

りを行い、是正処置が効果的に行われて問題が解決されたかどうかを監視す

る。問題が解決されない場合は再度、是正処置を行う。 

 

実験操作については操作の順番に従った操作フロー図（作業ブロック図）を付ける

ことが推奨される。 

付属文書：（本文規定以外に参考になる文書や文献があればそれらを付属文書として

番号をつけて記述する。） 

参考文献：（本文での引用文献名、参考文献名とそれらの引用番号を本文に１）、２）

のようにつけてその文献名称を順番にリストアップする） 
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エリンギの DNA 品種識別マニュアルの目次 
 

目次 
 
１．適用範囲 
２．一般事項 
３．測定の原理 
４．識別方法 
４．１ 方法の要旨 
４．２ 検査試料 
４．３ 購入試薬 
４．４ 調製試薬 
４．５ 機器・プログラム 
４．６ 実験操作 
 ４．６．１ 操作準備作業 
 ４．６．２ 操作場所 
 ４．６．３ 試薬および器具 
 ４．６．４ 試験材料の取り出し 

４．６．５ DNA 抽出操作 
４．６．６ DNA の定量 

 ４．６．７ PCR増幅操作 
 ４．６．８ PCR産物の増幅確認試験 
 ４．６．９ SSRマーカーの検出方法 
 ４．６．１０ データ解析、判定 

４．６．１１ 実験操作フロー図 
５．トラブルシューティング 
６．是正処理 
 
 
参考データ： 
１．エリンギ品種識別に用いる 12種類の SSRマーカーの詳細 
２．12種類の SSRマーカーによる 20品種のフラグメント長 
３．参考文献 
 
参考資料： 
農林水産省品種登録ホームページより「植物品種識別における品種同定理論」 
http://www.hinsyu.maff.go.jp/pvr/dna_manual/betten.pdf 
独立行政法人 種苗管理センターより「DNA 品種識別技術の妥当性確認のため

のガイドライン」 
http://www.ncss.go.jp/main/DNA/DNAguideline.pdf 
 
この目次リストは ISO規格や JIS規格の試験方法の様式に準拠したものです。 
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１．適用範囲 
エリンギ（Pleurotus eryngii）は、ヨーロッパの草原地帯や亜熱帯性の気候に自

生する食用きのこで、日本では 1993年頃から栽培が始められた。その後、国内

生産量が増加し、現在では多くの品種が農林水産省に登録されるに至った。 
品種登録では、エリンギの重要な形質に基づいて品種が判断されるため、栽培

試験による特性調査を行う必要がある。そのため品種を識別するためには数ヶ

月の期間を要する。品種識別の簡易的な方法として、審査基準（http://www.hinsyu. 
maff.go.jp/）にあるように、対峙培養試験が有効とされているが、対峙培養試験

であっても品種を識別するには 1 ヶ月程度要する。税関で育成者権侵害物品を

取り締まるためには、短期間で侵害嫌疑貨物を疎明することが必要となる。 
そこで、エリンギの品種識別法を確立することを目的に、エリンギにおいて

多数の SSR（Simple Sequence Repeatの略、別名マイクロサテライト）領域を同

定し、そのうち品種識別に有用な 12種類の SSRマーカーを開発した。このマー

カーにより当社保有の登録品種「ホクト PLE-2号(品種登録番号：第 10615号)」
と、持ち込まれたサンプル品種との異同の鑑定が可能である。 
 

基準品種：ホクト PLE-2号（品種登録番号：第 10615号） 
被検査物：子実体 菌糸体（エリンギ加工品は対象外） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 子実体（左図）と菌糸体（右図） 

    
２．一般事項 
 本DNA品種識別マニュアルは、ホクト株式会社きのこ総合研究所（長野県長

野市下駒沢800-8）で維持・栽培されている既存栽培品種の10品種（ホクトPLE-2
号、MH006376、MH006405、MH006157、MH006161、MH006165、MH006369、
MH006377、MH006380、MH006381）および市販品種10品種（MH006164、
MH006198、MH006199、MH006200、MH006201、MH006202、MH006203、MH006322、
MH006324、MH006325）の計20品種を用いて、解析・作成されたものである。 
本 DNA 品種識別マニュアルは、子実体または菌糸体から抽出した DNA を用

いて、SSR マーカーによる分析法を確立し、マニュアルとして作成したもので

ある。詳細は参考データに記載する。 
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３．測定の原理 
SSRとは、Simple Sequence Repeatの略称であり、法医学では、Short Tandem 

Repeat とも呼ばれ、STRと略称されている。SSR分析は、2～数塩基の反復配列

からなる SSR 領域を特異的に増幅するプライマーを用い、PCR 法で増幅した

DNA 断片の長さの差異（遺伝子型）を検出する方法である。反復配列領域は、

その反復回数に突然変異を起こしやすいとされており、DNA 断片の長さを高精

度で分析することにより、近縁な品種間でも判別が可能である。その測定手順

は、 
１）エリンギのサンプルから、ゲノム DNA を抽出する。 
２）SSR 領域を特異的に増幅するプライマーを用いて、エリンギのサンプル

から抽出したゲノム DNA とホクト PLE-2号のゲノム DNA を鋳型にして

PCR増幅を行う。PCRの際に、一方のプライマーの 5’端に蛍光標識したも

のを用いる。 
 ３）蛍光 DNA シーケンサーを用いて、PCR増幅産物を電気泳動で分離し、検

出する。 
 ４）内部標準のサイズスタンダードを基に、フラグメント解析用ソフトウェ

アを用いて、PCR増幅産物の長さと遺伝子型を決定する。 
５）矛盾が生じたときは、2)～4)の反復実験を行い試験結果に矛盾がないか検

討する。 
   (トラブルシューティング参照) 
 ６）サンプルのエリンギがホクト PLE-2号と同一品種であるかを照合して 

判定する。 
 
 
４．識別方法 
 DNA マーカーの一種である SSRマーカー12種類を用いた識別方法である。 
 
４．１ 方法の要旨 
 ゲノム中に豊富に散在している 3 塩基以上の反復配列を挟み込むように設

計したプライマーを用いて、PCR増幅断片長の差異を蛍光 DNA シーケンサー

で分析する。SSR 領域はその反復回数に突然変異を起こしやすく、塩基置換

と比較して変異頻度が 1～2ケタ大きいとされている。 
本マニュアルで利用する 12種類の SSRマーカーは 2種類の DNA 塩基配列

データより作成されている。一つはホクト株式会社きのこ総合研究所保有菌

株「ホクトPLE-2号」を次世代シーケンサーによって決定したDNA 塩基配列、

もう一つは JGI（Joint Genome Institute http://jgi.doe.gov/）のデータベースに登

録されているエリンギ「ATCC 90797」の DNA 塩基配列であり、マニュアル

に記載されている SSRマーカーは、これらの配列を基に３塩基以上の反復配

列を探索し開発したものである。「表 1. エリンギ品種識別に用いる 12 種類

の SSRマーカーの特徴」と「参考データ１．エリンギ品種識別に用いる 12種
類の SSRマーカーの詳細」に詳細なデータを記している。 
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４．２ 検査試料 

エリンギの子実体、菌糸体を検査対象試料とし、病害、虫害、その他の被

害を受けていない健全な組織を用いる。1サンプル 1子実体または 1菌糸体と

する。 
基準とするホクト PLE-2号の DNA、もしくは子実体、菌糸体は、ホクト株

式会社きのこ総合研究所より入手する。入手した検査試料は、4℃で保存する。 
 

４．３ 購入試薬 
・フォルテクターⅡ(消毒用エタノール)(日本化薬フードテクノ株式会社) 
・Plant Geno-DNA-Template TM （Geno Technology社, code: 786-135） 

Template Extraction Buffer 
pink RESIN 
Wash-Ⅰ 
Wash-Ⅱ（要調製） 
スピンカラム 
TE Buffer 
RNase 

・クロロホルム(Wako, code:038-02606) 
・エタノール(99.5) (Wako, code:057-00456) 
・SSRプライマーセット（脱塩精製以上の精製度） 
   表 1 に記した MsPe各 12種類のマーカーを使用する。蛍光プライマーの

合成には、アプライドバイオシステムズ社受託合成サービスの DNA フラグ

メント解析用カスタム蛍光プライマーを利用する。フォワードプライマー

の 5’端に 6-FAM で蛍光ラベルしたものを用いる。リバースプライマーは、

ノンラベルとし、オプションでテイル配列を付ける。 

表1. エリンギ品種識別に用いる12種類のSSRマーカーの特徴

Forward Reverse(テイルドオプション)

MsPe-01 60 CTCGGTACGAATCGCTCTCT GCTGCGTCCTCCTCTAGATT

MsPe-02 60 CAGAGCAAGTGGAGGCGTAT TCCTTGATCTAGCACCGGAT

MsPe-03 60 TCCTCAAGACGAACACGCTA CCAGGAAGAGAAGGAAAGGC

MsPe-04 60 GTTGAATACCATGATCCGGC CCATTCCAGACGAAGCAATA

MsPe-05 60 CCCAAAGCAATAGCTCGC CGATCTTCTCCTTCTGCTGG

MsPe-06 60 AAGCTTGACGTGTGACATGC GAGGGATACTCGCCTTCAGA

MsPe-07 60 CATGTAGCCTGAACAAACGC AAATGTCACTGGTGGGTTCC

MsPe-08 60 GTCACCAAAACCAGGGTTCA CATTAGCTTGGGCGGTTG

MsPe-09 60 TCGAGTCCTTTTATCGAGAGCG CTCCTGCTCTATCGTCCAAGTC

MsPe-10 60 GTCGCTGCAGATGTAAGCATG TTGGGATATCGCCAGCATCAA

MsPe-11 60 CGGTCTGTCCACCTATCACA AAGGTTCAGAATGCGACACA

MsPe-12 60 ACCCAGGCAAAGCTCGAT CTCAGCCAACTTCTCAGCCT

SSR
マーカー

アニー
リング
温度(℃)

プライマー配列 (5'-3')



 6 

・AmpliTaq Gold 360 Master Mix（アプライドバイオシステムズ社） 
・ゲルローディング溶液（シグマアルドリッチジャパン社） 
・DNA マーカー 100bp DNA Ladder One（ナカライテスク社） 
・TBE バッファー（10x）（Tris-Borate-EDTA buffer 10x）（シグマアルドリッチジ

ャパン社） 
・Agarose 900 （株式会社 同仁化学研究所） 
・エチジウムブロマイド粉末（Sigma Aldrich） 
・Genetic Analyzer Buffer with EDTA（アプライドバイオシステムズ社） 
・Hi-Di Formamide（アプライドバイオシステムズ社） 
・3130 POP-7ポリマー（アプライドバイオシステムズ社） 
・3100/3130xl 50cm Capillary Array ( 61cm×50µm、アプライドバイオシステムズ

社) 
・GeneScan 600LIZ サイズスタンダード（アプライドバイオシステムズ社） 
 
４．４ 調製試薬 
・SSRプライマー溶液 

12 組の蛍光ラベルされたフォワードプライマーとリバースプライマーのペ

アを、それぞれ 10pmol/µL の濃度になるように滅菌超純水に溶解した溶液

を、12マーカーそれぞれに対応して用意する。保存は-20℃以下で冷凍保存

する。 
・Wash-Ⅱ 

使用前に 99.5％エタノールを 80ml加え、ストック溶液として保存する。保

存は説明書に記載されている方法に従う。 
・TBE バッファー（10x） 

使用時に、超純水で 10倍希釈したものを以後使用する TBEバッファーとし

て用いる。常温保存可能。 
・70％エタノール（DNA 抽出用） 
 99.5％エタノールを滅菌超純水希釈して 70％エタノールを調製する。常温

保存可能。 
・エチジウムブロマイド溶液（ゲル染色用） 
  滅菌超純水で 10 mg/ml にエチジウムブロマイド粉末を希釈する。その希釈

液を 0.5 ug/mL（20000倍希釈）になるよう TBEバッファー（10倍希釈した

調整済みの溶液）へ滴下したものを染色用のエチジウムブロマイド溶液と

する。遮光して常温で保存する。 
 

４．５ 機器・プログラム 
・ フリーザー（－20℃以下） 
・ 凍結乾燥機（EYELA FDU-1100） 
・ ボルテックスミキサー 
・ 高速冷却遠心機（1.5-2 mlチューブが利用可能なもの） 
・ 分光光度計（Thermo Scientific社 Multiskan GO) 
・ PCR Thermal cycler (BIO-RAD社 C1000 Thermal Cycler) 
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・ 電気泳動装置（アドバンス社、Mupid） 
・ 紫外線照射装置 
・ 振盪装置 
・ 電子天秤 
・ オートクレーブ 
・ 超純水製造装置 
・ 恒温機（ヤマト科学株式会社 DG400） 
・ Applied Biosysytems 3130 Genetic Analyzer（アプライドバイオシステムズ社）

もしくはこれに準じる蛍光 DNA シーケンサー 
・ Gene Mapper ソフトウェア（アプライドバイオシステムズ社） 
※上記の機器に関して、その機器と同等の機能および性能を有するものであれ

ばメーカーなどは問わない。 
 

 
４．６ 実験操作 
 ４．６．１ 操作準備作業 

DNA 実験操作は、実験開始前に実験台上を 70％エタノールで消毒する。ま

た、無菌作業が必要なとき、主に４．６．４の菌糸体を検査対象試料とする

場合の作業時はクリーンベンチを使用する。実験操作時は、白衣、ゴム手袋、

眼鏡、上履きを着用する。 
 

 ４．６．２ 操作場所 
  DNA 抽出から PCR増幅、DNA シーケンサー分析まで、供試サンプル以外

の DNA が混入しないクリーンな環境で操作する。 
 
 ４．６．３ 試薬および器具 

・ 上記の購入試薬、調製試薬 
・ 滅菌超純水 
・ ポテトブドウ糖寒天培地（分包：造粒タイプ）（関東化学株式会社） 
・ ラップ 
・ アルミホイル 
・ 輪ゴム 
・ 新聞紙 
・ 9cm滅菌シャーレ 
・ スパーテル 
・ 白金耳 
・ メス 
・ ピンセット 
・ ステンビーカー(容量 1000ml) 
・ ソコレックス SH 容量 5ml(連続式自動分注器)（アズワン株式会社） 
・ 1.5 mlチューブ 
・ 2 mlチューブ 
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・ パラフィンフィルム 

・ ホモジナイゼーション用ペッスル（フナコシ社） 

・ マイクロピペット各種容量 

・ マイクロピペット用チップ 

・ 96穴 PCRプレートまたは 8連 PCRチューブ（アプライドバイオシステム 
ズ社） 

・ PCR用 96穴シーリングマット 
・ 96穴プレートセプター 

 
純水は電気伝導率 0.0056 mS/m （25 ℃）以下になるように脱イオン化さ

れたものをさらに精製した超純水を用いる。滅菌水は超純水を 120℃、20
分間オートクレーブで処理したものを用いる。 

特別の指定がある試薬はそれに従い、その他については JIS特級試薬（あ

るいは同等のグレード）を用いること。 
チップやチューブ類は、滅菌済みのものを用い、必ず使い捨てとする。

マイクロピペットのチップ類、その他マイクロピペット類及び 1.5 mlと 2.0 
ml 等のチューブは、オートクレーブ滅菌(120℃、20分)し、その後、60℃に

設定した恒温器に入れ、完全に乾燥してから用いる。なお、マイクロピペ

ットでオートクレーブ不可能なものは 70%エタノールを用いて外装を丁寧

に拭いてから用いることとする。 
 
 ４．６．４ 試験材料の取り出し 
  サンプルの取り出し・取り扱い時には、サンプル間で相互に混入しないよ

うに、サンプル毎に作業台や電子天秤等の清掃を十分に行うとともに、操作

に細心の注意をはらう。 
子実体を検査対象試料とする場合(図 2参照)、汚れていない子実体の内側を

使用するため、子実体上部にメスで切り込みを入れ、手で縦に裂く。子実体

内側をメスで切り出し、ピンセットで取り出す。それをメスとピンセットを

用いて 5mm角程度の大きさに切り分けて 1.5または 2ml のチューブに 8 粒程

度入れ、-20℃以下のフリーザーで凍結させ、DNA 抽出直前に凍結乾燥し、４．

６．５の DNA 抽出操作に用いる。 
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図 2-1 子実体上部への切り込み      図 2-2 子実体を縦に裂く様子 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-3 子実体エリンギの切り出し箇所   図 2-4 5mm角へ裁断している様子 
 

 
図 2-5 チューブに子実体を投入         図 2-6 完成図 

 
菌糸体を検査対象試料とする場合、まず、ポテトデキストロース（PDA）平

板培地を 9cm シャーレに作製する。ポテトブドウ糖寒天培地分包１袋をステ

ンレスビーカーに開け、超純水 400ml を加えてよく混和する。ラップをし、

アルミホイルで蓋をして輪ゴムでとめる。ソコレックス SHをアルミホイルで

包み、さらに新聞紙で全体を包み輪ゴムでとめる。ポテトブドウ糖寒天培地

とソコレックス SHをオートクレーブで 121℃、15分間高圧蒸気滅菌をする。

培地が 60℃まで冷めたらクリーンベンチ内で、ソコレックス SH を用いて、

ポテトブドウ糖寒天培地を 9cm滅菌シャーレに 16ml ずつ分注する。25 枚ほ
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ど作製できる。培地が固まるまで 1 時間ほどクリーンベンチ内で静置する。

作製した PDA 平板培地 4 枚(予備 1 枚含む)の中央部付近に、クリーンベンチ

内で菌糸体または子実体の小片を接種し、25℃、2 週間培養後、気中菌糸を集

菌する（0.1g-0.5gで可、0.3gが適量）。集菌方法は図 3 参照。まず、スパーテ

ルを用いて菌糸を集める。このとき、寒天培地を削り取らないように注意す

る。次に、集めた菌糸を 1.5 または 2ml チューブに入れる。チューブ１本に

PDA平板培地 3枚分の気中菌糸を集菌し、-20℃以下のフリーザーで凍結させ、

DNA 抽出直前に凍結乾燥し、４．６．５の DNA 抽出操作に用いる。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 3-1 スパーテルを用いて菌糸を集める  図 3-2 全体から集菌しまとめる 

図 3-3 集めた菌糸を 2ml チューブに入れる  
図 3-4 1 本につき 3片ほど入れて完成 

 

いずれの場合も、DNA 抽出の際には、凍結乾燥機からサンプルを出して、

できる限り短時間(15分以内)に扱うことが重要である。室温で長時間放置する

と吸湿し、糖質がでてくるため、粉砕が困難になる。なお、凍結サンプルを

保存したい場合は-20℃以下のフリーザーで、チューブにパラフィルムをまい

て保存するようにする。 
 
 ４．６．５ DNA 抽出操作 

基本操作は、Geno Technology社の Plant Geno-DNA-Template TM のプロトコ

ルに従っている。 
1. 4.6.4で 1.5または 2ml チューブに作製した凍結サンプルを凍結乾燥し、

ホモジナイゼーション用ペッスルを用いてそのサンプルを粉状になる
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まで丁寧に粉砕する。 
2. 600µl の Template Extraction Bufferを添加し、ボルテックスミキサーを使

用して Buffer とサンプルが均一になるよう混合させ、室温で 20分間放

置する。 
3. 200µl のクロロホルムを添加し、数回反転させて混合する。 
4. 冷却遠心機で、15,000ｘg、15 分間、10℃で遠心する。この遠心中に、

恒温機を 60℃に設定し、その中に TE bufferを入れて温めておく。 
5. 4 の遠心分離で得られた上清を、新しい 1.5mlチューブに回収し、等量

(600µl)の 70％エタノールを添加する。 
上清を回収する際、上清と沈殿したクロロホルムを混合しないために、

中間層にある粉砕した子実体または菌糸体の凝集物に触れないよう静

かに上清を吸い取るようにする。また、70％エタノールを添加する際、

上清との境界を乱さないよう、チューブ壁を伝わらせて静かに重層す

る。 
6. 40µl の pink RESINを添加後、数回反転させて混合し、室温で 5分間放

置。(ときどき混合して懸濁状態を保つ) 
7. 15,000xg、5 分間、10℃で遠心し、デカンテーションして上清を除去す

る。 
8. チューブをタッピングして沈殿をほぐし(ボルテックスミキサーを用い

てはならない)500µl の Wash-Ⅰを添加して、pink RESINをタッピングで

懸濁する。 
9. 15,000xg、5分間、10℃で遠心し、上清を除去する。 
10. 新しい 1.5mlチューブにスピンカラムをセットし、そこに 500µl の Wash-

Ⅱに再懸濁した pink RESINを添加する。 
11. 3,600xg、1 分間室温で遠心し、溶出された洗液を除去し、調製済みの

Wash-Ⅱで同様に、さらに 2 回遠心洗浄する。2 回目の遠心は、カラム

から洗液を完全に除去するよう、10分間行う。 
12. スピンカラムを新しい 1.5ml チューブに移し、1µl の RNaseと 50µl の

TE Buffer (50~60℃)を添加して、ピペットチップを用いて RESINを懸濁

し、室温で 10分間静置する。 
13. 3,600xg、10分間、室温で遠心し、DNA 溶出液を得る。DNA 溶液は 4˚C

保存する。長期保存の場合は－20℃保存し、凍結融解を繰り返さないよ

うに注意する。 
 

４．６．６ DNA の定量 
抽出したDNAの定量方法には、アガロースなどの電気泳動による分析や分

光光度計による分析がある。本マニュアルでは、分光光度計による定量を行

う。本分析については通常の分子生物実験でのDNA濃度測定法に準じたもの

であればよい。 
1. 5µl のサンプル DNA に 995µl の滅菌超純水を添加し、DNA 溶液を 1/200

に希釈する。 
2. 260nmと 280nmの吸光度を測定する(図 4参照)。 
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260nm/280nmの値の比が 1.8-2.0 になることを確認する(トラブルシュ

ーティング参照)。 
DNA濃度計算は吸光度 1 の時の濃度が50µg/ml であるので、 
DNA 濃度（µg/ml）＝260nmの吸光度×50 ×200で計算できる。 

3. SSR分析用に、50-100ng/µl の調製DNA溶液を、滅菌超純水を溶媒とし

て作成する。 
4. 元の DNA 溶液および調製 DNA 溶液は-20℃以下で凍結保存し、凍結・

融解を繰り返して使用するのはこの調製 DNA 溶液とする。調製 DNA
溶液がなくなるまたは調製 DNA 溶液を作成してから 1 ヶ月程度経過し

た際に元の DNA 溶液を再度融解し、調製 DNA 溶液を作成するように

する。 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 分光光度計を用いた DNA の波長 
  このような山成の形状になり、２６０ｎｍ付近に 
  ピークがくる形が望ましい 

 
なお、NanoDropなどの微量サンプル測定機器による DNA 吸光度の測定でも同

様の結果が得られればサンプルを使用してよい。 
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 ４．６．７ PCR増幅操作 
   PCR増幅操作は以下の通りである。なお、PCR実験では、微量の鋳型 DNA

であっても増幅されるので、目的以外の DNA の混入を防ぐとともに、試料

の酵素的分解を防ぐため、人間の皮膚表面から分泌されている DNase の混

入を防止しなければならない。コンタミネーション防止のため、実験の際

はマスクと手袋を必ず着用する。また、PCR 反応液の調製はすべて氷上で

行う。 
 

１．PCR反応液の調製（１サンプル分） 
サンプル DNA 溶液（50-100 ng/µl）  1.0 µl  
調整済み SSRプライマー溶液    1.0 µl 
AmpliTaq Gold 360 Master Mix   10.0 µl 
滅菌超純水          8.0 µl 
合計            20.0 µl  
 
なお、SSRマーカー毎の組成の誤差を防ぐために、例えば 20品種測定す

る場合、20 サンプル分＋ロス分を見込んだ量(21 サンプル分)の、サンプ

ル DNA 溶液を除く試薬の混合液を予め作成し、チューブに１反応分ずつ

の液量を分注してから、各々のチューブにサンプル DNA 溶液を加えるよ

うにする。 
 

２．PCRシステムを用いて、以下のプログラムで PCR反応を行う。 
  ※不必要な PCR 産物の増幅を最小限に抑えるため、ステップダウン

PCR法を用いて行う。これによりフラグメント解析が容易になる。 
 

・95℃10分間熱変性。 
・95℃30秒間、62℃30秒間、72℃15秒間の反応を、5サイクル。 
・95℃30秒間、60℃30秒間、72℃15秒間の反応を、5サイクル。 
・95℃30秒間、58℃30秒間、72℃15秒間の反応を、35サイクル。 
・72℃7分間の反応後、4℃で∞。 

 
３．反応終了後にサンプルを保存する場合は、プライマーの蛍光標識を失

活させないようにするためアルミホイルで遮光し、-20℃で保存する。 
 
 ４．６．８ PCR産物の増幅確認試験 
  ４．６．７で作成した PCR産物の増幅を確認するため、アガロースゲル電

気泳動を行う。増幅が確認された場合は４．６．９へ、増幅がみられなかっ

た場合にはトラブルシューティングを参照し、再度４．６．７の PCR増幅操

作を行い、産物を得るようにする。 
 

１．泳動用アガロースゲルと泳動用バッファーの作成 
 TBE バッファーを、電気泳動装置に入れ、また 200ml程度の三角フラスコ

に TBEバッファー70mlと Agarose 900を 1.05mg加えて濃度が 1.5％のゲルを
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作成する。フラスコにラップをかけて電子レンジで溶解させる。このとき、

突沸が起きないように 500W を数十秒単位でかけながら内部を確認する。一

度かけたら、アガロースを融解させるようにゆっくりとフラスコを回すよう

に混ぜる。内部にアガロースの粒が見えなくなったら、ゲル板に溶液を流し

込んで固まるまで静置する。 
なお、20品種の泳動を効率よく行うには、Mupid-exモデルの場合、ゲルトレ

イ大（ゲルサイズ 125mm(W)×123mm(L)）で 1 枚のゲルを作成し、ウェルを

26 個以上できるようにコームを差してゲルを作成する。Mupid-2 モデルの場

合、ゲルトレイ L(ゲルサイズ 106mm(W)×60mm(L))を 2枚、それぞれ 12個ま

たは 17個のウェルができるようにコームを差してゲルを作成する。 
 
２．サンプルの泳動 
 ゲルが作成できたら、電気泳動装置に入れてゲルが浸ることを確認してか

らアプライを行う。サンプルの一部（5 µl）を未使用の PCRチューブまたは 8
連チューブに移し、そこにゲルローディング溶液を 1µl 加えて計 6µl とする。

一番左に 100bpのラダーマーカーを 5µlアプライし、その他のサンプルも順次

アプライする。アプライが完了したら、100V25分または 125V20分で泳動を

行う。この条件に関してだが、バンドがしっかり分離でき、産物の有無が確

認できればよいので電圧と時間は適宜変更してもかまわない。 
 
３．ゲルの染色 
 泳動が完了したら、300mlの純水にエチヂウムブロマイド溶液を 3~5µl混合

したゲル染色液を作成し、その中に泳動したゲルを浸して 20～30分ほど浸透

し、染色する。染色後、手袋をした手でゲルを紫外線照射装置にのせ、254nm
や 366nmなどの紫外線を照射する。図 5 のようにバンドが確認されたらその

サンプルを４．６．９のフラグメント解析に用いる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

図 5-1  PCR産物確認用電気泳動写真 
写真は基準品種を含む 8品種のサンプルであるがすべての 
産物でバンドが確認された例 
1本のバンドまたは２本のバンドが目視で確認できる 
このようなサンプルの場合は４．６．９へ進む 
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図 5-2 非特異的なバンドが出てしまった例 
３本以上のバンドが出ている状態はフラグメント解析に適さない。 
この場合、アニーリング温度を調整したりテンプレートの量を少なく 
して再度ＰＣＲを行わなくてはならない 

 
 
 

 ４．６．９ SSRマーカーの検出方法 
 前項で得た SSRマーカーによる PCR産物を DNA シーケンサーで分析し、

フラグメント解析を行う。基本的分析操作は、アプライドバイオシステムズ

社のフラグメント解析のプロトコルに従って行う。 
 

１．前項で得た PCR産物を、滅菌超純水で 100倍に希釈する。※ただし、

条件によりフラグメント解析で得られる値が変わってくる場合が多いた

め、希釈倍率は PCRの結果および得られたデータを考慮して適した倍率

で行う。（18ページ ２参照） 
２．1.0µlの希釈 PCR産物、0.5 µl の 600LIZサイズスタンダード、10 µl の

Hi-Di ホルムアミドを、96穴 PCRプレートに入れ混合し、シーリングマ

ットで蓋をする。 
３．PCRシステムなどを用いて、95℃3分間熱変性を行った後、直ちに氷上

で 5分間以上静置する。 
４．Applied Biosysytems 3130 Genetic Analyzerのプロトコルに従い、50cmキ

ャピラリー、POP-7ポリマー、専用のバッファー（Genetic Analyzer Buffer 
with EDTA）を用いて、分析を行う。 

５．Gene Mapperソフトウエアを用いて、結果の解析を行う。 
 

４．６．１０ データ解析、判定 
表 2にホクト PLE-2号の 12 SSRマーカーの遺伝子型(フラグメント長)を示

す。フラグメント長は 600LIZサイズスタンダードに対しての相対値を表して

いる。また、スラッシュ区切りで 2 つの数字が並んでいるものは、同一プラ

イマーセットで 2 本の鎖長の異なるフラグメントが増幅することをあらわし

ている。参考データ２に、全 12 種類の SSRマーカーでの既存栽培品種の 10
品種（ホクト PLE-2 号、MH006376、MH006405、MH006157、MH006161、
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MH006165、MH006369、MH006377、MH006380、MH006381）、市販されてい

る 10 品種（MH006164、MH006198、MH006199、MH006200、MH006201、
MH006202、MH006203、MH006322、MH006324、MH006325）の計 20品種の

12 SSRマーカーの遺伝子型を示す。この計 20品種を 12SSRマーカーで識別

を行うことで、すべての品種を区別することが可能である。 
 

表 2.ホクト PLE-2号の 12SSRマーカーの遺伝子型(フラグメント長) 
 

MｓPe-01 MｓPe-02 MｓPe-03 MｓPe-04 MｓPe-05 MｓPe-06

ホクトPLE-2号 127/151 150 143 85 100/104 130/148

MｓPe-07 MｓPe-08 MｓPe-09 MｓPe-10 MｓPe-11 MｓPe-12

ホクトPLE-2号 138/153 89/93 164/170 171/177 168/174 214

SSRマーカー

SSRマーカー

 
 

 
12SSRマーカーにおけるホクト PLE-2号の遺伝子型と全て同じ遺伝子型を

もつエリンギサンプルがあれば、同一品種の可能性を疑うことになる。農林

水産省品種登録ホームページに記載されている「植物品種識別における品種

同定理論」（http://www.hinsyu.maff.go.jp/pvr/dna_manual/betten.pdf）を参照し(参
考資料)、ある持ち込まれた品種 V がホクト PLE-２号のバンドパターンと偶然

一致する確率を算出したところ、比較対照品種 20品種を母集団とし、12種類

の SSRマーカーを用いた場合は、0.0008の確率となる。この低い確率の下で、

もし品種 V がホクト PLE-2号と同じマーカー型を示した場合、同一品種であ

る可能性が高いと考えられる。 
なお、表２－１に示した遺伝子型は絶対値で表した各マーカーのフラグメント

長である。しかし、試験を行う条件や環境によって測定誤差が生じるため、絶

対値ではなく、バンド間のフラグメント長差の相対値で判定をおこなう。同一

試行回（比較する菌株の PCRを同時に行い、その産物のフラグメント解析を

同一の泳動で行うことを指す）においてはフラグメントサイズ間の差の数値は

保存される（参考資料「DNA 品種識別技術の妥当性確認のためのガイドライ

ン」参照）。これにより、誤差を解消し、再現性を確保している。 
本マニュアルに記載のマーカーに関して、誤差の修正を行った値をまとめた

ものを表２－２にフラグメント長差で示す。 
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表 2-2 PLE-2号の 12SSRマーカーの遺伝子型（フラグメントパターン） 
 

MｓPe-01 MｓPe-02 MｓPe-03 MｓPe-04 MｓPe-05 MｓPe-06

ホクトPLE-2号 A/A+24 B C D E/E+4 F/F+18

MｓPe-07 MｓPe-08 MｓPe-09 MｓPe-10 MｓPe-11 MｓPe-12

ホクトPLE-2号 G/G+15 H/H+4 I/I+6 J/J+6 K/K+6 L

SSRマーカー

SSRマーカー

 
 
 
試験を開始する前に基準品種のフラグメント長を確認する必要がある。例え

ば、PLE-2号においてその日に得られた MsPe-01の値が「120/144」であれば

その値を「A/A+24」として解析を行うこととする。以下同様に、MsPe-02で
得られた PLE-2号の値を「B」、MsPe-03で得られた値を「C」、とアルファ

ベット順に記号化していく。 
この結果より、表２－２に示したフラグメントパターンを基にして、参考デ

ータ２の詳細と照らし合わせて品種識別を行うこととする。 
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SSRマーカーの開発時に、プライマー対の Tm値、プライマーダイマーやヘア

ピン構造を考慮して、プライマーを作成している。50℃～63℃までアニーリ

ング温度を検討して、至適アニーリング温度の決定を行い、波形を安定させ

るためのテイル配列をプライマーに付加している。 
  以下、データ解析、判定に際しての注意点を記す。 

１．まず、全ての蛍光色素を表示して波形を確認する。次に 6-FAM の蛍光色

素である青色のピークのみを表示して解析を行う。これにより、PCR増幅

産物の希釈濃度が濃すぎることによって生じるフラグメントの乱れをチェ

ックすることが可能である。サンプル濃度が濃いと、本来フラグメントの

ピークとして検出されるはずのない色が検出されることがあり、ターゲッ

トのフラグメントの正しい値を表していないことがある。その場合は、原

則として高い値を示している上位二本のピークを選びこれを遺伝子型とす

る。 
２．PCR増幅産物はサイズスタンダードのピークと比較して適正な希釈濃度

にする。PCR増幅産物の希釈濃度が低い場合、サイズスタンダードのピー

クと比較して、サンプルのピークが低くなる。最も高いフラグメントのピ

ークがサイズスタンダードの 1/3 以下の場合は別の低いフラグメントのピ

ークを見落とす危険があるため、注意が必要である。明確に判断できない

場合は、希釈倍率を２倍～４倍程度低くして、濃度のより高い希釈液を作

製し直し段落の４．６．９の１から再度調製と分析を行う。また、希釈濃

度が濃すぎるとピークの大きさが検出限界を超えてしまい、ピークの先端

が表示されない（波形の蛍光強度が大きすぎる）。この場合、フラグメント

のサイズデータが正しく表示されないため、４・６・９の１からやり直し、

PCR産物の希釈倍率をさらに 10～50 倍希釈してピークが上限を超えない

ように調製する。（図 6） 
３．サイズスタンダードの波形を確認する。フラグメント解析におけるピー

クの数値は、サイズスタンダードのピークサイズをもとに作成した検量線

によって計算されるため、サイズスタンダードの波形が乱れていると、正

しいデータが計算できず、結果が表示されない。よってサイズスタンダー

ドの波形が乱れていた場合は分析をやり直す。また、ピークが検出されて

いるが検量線が引けない場合には、ピーク全体が右方向へシフトしている

ために規定数のピークが得られていない可能性がある。この場合は４．６．

９の２で、サイズスタンダードの濃度を５～１０分の１にすることにより

問題を解決できる。 
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図 6-1 フラグメント解析結果の良い例 
 ピークが 2箇所のみに表示されており、そのピークの値も 100程度となっている。図内の

上部にＯＳ，ＳＱという表示が緑印になっているのはサイズスタンダードの波形、サンプ

ルの波形がともに安定しているということであるため、信頼性の高いデータといえる。 
 
 

 
 

図 6-2 フラグメント解析結果の良くない例 
 ピークが 2 箇所に表示されているが、ピークの値が 6000以上の高い値になってしまって

いる。この場合、非特異的なバンドが存在していたときにピークが 3本同様の高さとなっ

てしまい見分けがつかなくなる可能性がある。また、ピークが高すぎるためにサンプルの

波形に信頼性がない、ということで黄色い三角印（OS）が表示されてしまう。 
 このようにメジャーな 2本がはっきりとわかる場合はそのままデータとして用いて問題な

いが複数のピークが出てしまって判断できないときは希釈倍率を変更して再度フラグメ

ント解析を行う。なお、フラグメント解析は図 6-1 で見られるピークの高さより、100程

度の蛍光の強さでも問題なく検出できることから、あまりにピークが高いときは希釈倍率

をかなり上げても問題ない。 
 
 

図 6-3 フラグメント解析結果が表示されない例 
 サンプルの濃度が高すぎるか、サイズスタンダードが何らかの原因で検出されなかった。

図の例では SQに赤い四角が表示されているため、サイズスタンダードが原因となりピー

クが検出できない状態になっている。サイズスタンダードが濃いために検出できなかった

場合は濃度を 1/5～1/10 程度に希釈をして再度解析を試みる。サイズスタンダードが薄す
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ぎて検出できなかった場合は濃度を 3~5倍程度の容量を用いて再試験する。なお、サイズ

スタンダードの濃度が濃すぎる場合、LIZ 蛍光（オレンジ色）の波形が図 6-2 のピンク色

の棒の様なラインが出てしまいソフトウェアがピークを正しく検出できなくなる。濃度が

低すぎる場合、LIZ 蛍光の波形がすべて強度 100前後程度になってしまい、同様にピーク

を検出できない。これらの判断はソフトウェア中の Size Match Editorを用いることで可能

である。 
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４．６．１１ 実験操作フロー図 
 
サンプル採取 エリンギ子実体もしくは菌糸体 

 
 

DNA抽出 
 

Plant Geno-DNA-Template TMキットを 
用いる方法または、同等の濃度及び純度のDNA が抽出で

きる方法 
 

DNA 濃度測定 
(分光光度計) 

DNA量の確認、DNAの質の確認(吸光度260nm/280nm比)、
DNA溶液（50-100ng/µl）の調製 
 

PCR増幅 
 

PCR反応 
記載の方法に従って溶液を調製しプログラムを入力して

PCRを行う。 
 
※４．６．７参照 
 
PCR産物の増幅を電気泳動で確認 
  産物ありの場合は次のステップへ 
  産物がない場合は再度 PCR反応を行う 
 

フラグメント解析 希釈PCR産物＋サイズスタンダード＋HiDiホルムアミド 
 
 
DNAシ－ケンサー分析 
 
 
GeneMapperソフトウエアによる解析、 
遺伝子型決定 

違うパターン 
同じパターン   
         PLE-2号と同一品種ではない 
             （解析終了） 
 
PLE-2号と同一品種の可能性あり  
栽培試験等のさらなる詳細な解析が必要 
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５．トラブルシューティング 
問題点 対応 
反復実験で同じ結果が得られない 鋳型とする DNA（テンプレート DNA ）

とプライマーがすべての試験で同一の

場合、PCR で増幅される産物は原則と

して同一のものが得られるはずであ

る。従って、反復実験で同じ結果が得

られない原因としては①テンプレート

DNA が純粋なものではない②フラグメ

ント解析での希釈率が適正でないため

波形が安定しない、の２つがあげられ

る（②に関しては P15 の注意点を参照

すること）。 
よって、同一の結果が得られなかった

場合は 1)の DNA 抽出までさかのぼり、

実験を再度行う必要がある。 
抽出 DNA の 260nmと 280nmの吸光

度の 260nm/280nm比が 1.8-2.0にな

らない 
 
 

分光光度計を用いて抽出したDNA の純

度を測定した際、図 2のような波形に

ならなかった場合、まず 260nmの部分

にピークがあるかどうかを確認する。

ピークがあった場合、そのまま次の行

程に進み、PCR産物が増幅されたらそ

のままテンプレートDNA として用いて

よい。増えなかった場合はトラブルシ

ューティング「SSR-PCR反応で増幅が

うまくいかない」を参照。ピークがな

かった場合は、再度 DNA 抽出を行う。

その際、試料をより細かくホモジナイ

ズすること、上清を取るときに下層と

混じり合わないことなどを注意すると

改善される可能性がある。 
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SSR-PCR反応で増幅がうまくいか

ない 
抽出DNA の質や夾雑物の混在に問題が

ある場合(抽出 DNA の 260nmと 280nm
の吸光度の 260nm/280nm比が 1.8-2.0に
ならない場合)、テンプレート DNA を

滅菌超純水で 5-10倍希釈することで、

増幅が向上する。希釈しても増幅が見

られないときは、再度DNA 抽出を行う。 
PCR機の温度制御は、メーカー／機種 
によって異なるため、PCR Thermal 
cycler は BIO-RAD 社 C1000 Thermal 
cyclerを推奨機器としている。異なるメ

ーカー／機種を用いて、SSR-PCR反応

の増幅が悪い場合、アニーリング温度

を 2-5℃下げる。一方、非特異的なバン

ドが多数出る場合には、アニーリング

温度を 2-5℃上げる。 
フラグメント解析の際に波形がみら

れない 
蛍光標識をつけた PCR 産物は光に弱

く、遮光保存を行わないと失活してし

まう。PCR 産物を作成し、それらを保

存しておいてから後日フラグメント解

析を行った際に波形がみられなかった

場合、PCR 産物が失活している可能性

が高いため、再度 PCRからやり直す。 
 
 
６．是正処理 
 本マニュアルの使用者からの情報収集として、改善依頼票を設けて情報交換

を行い、必要に応じてマニュアル等の是正処理を行う。 
 
 
参考データ： 
１．エリンギ品種識別に用いる 12種類の SSRマーカーの詳細 
２．12種類の SSRマーカーによる 20品種のフラグメント長 
３．参考文献 
 
参考資料： 
・農林水産省品種登録ホームページより「植物品種識別における品種同定理論」 
http://www.hinsyu.maff.go.jp/pvr/dna_manual/betten.pdf 
・独立行政法人 種苗管理センターより「DNA 品種識別技術の妥当性確認のた

めのガイドライン」 
http://www.ncss.go.jp/main/DNA/DNAguideline.pdf 
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参考データ１．エリンギ品種識別に用いる 12種類の SSRマーカーの詳細 
 
※注 参考データ１は、Roche GS-FLXの結果および ATCC90797のゲノムデー

タを基に作成した参考データである。実際は、配列をアセンブルする際

に Variantが複数箇所に存在するので本来の配列とは数塩基程度異なる場

合がある。そのため、プライマー１とプライマー２で挟み込まれている

塩基数と本文中で表記されているフラグメント鎖長には差が生じている

が、本文のフラグメント鎖長を基準とする。 
 
SSR マーカー名：MsPe-01 
作成に用いた材料品種：ホクトPLE-2号菌 

至適アニーリング温度：60℃ 

プライマー１*：CTCGGTACGAATCGCTCTCT＜青字＞ 

プライマー２** ：GCTGCGTCCTCCTCTAGATT＜青字＞ 
反復モチーフ：(TCCCTA)9＜赤字＞ 
塩基配列** ： 

TATCCCGACTTCGTGGTCCTCCACCCTTGCTACCTCCTCGGTACGAATCGCTCTCTCGAC

GATGACGGTCGCCTCTGTCGTCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCC

TATCCCTATCCCTATTCCTCGAACCCTGCCCGCGCTCGTTGTTGAATCTAGAGGAGGACG

CAGCCTTGGCCTTACCCTCGTCATCCATCTGAAT  

 
*プライマー１は６-FAMの蛍光修飾を行う。  

** プライマー2には tail 配列を付加する。 
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SSR マーカー名：MSPe-02 
作成に用いた材料品種：ホクトPLE-2号菌 

至適アニーリング温度：60℃ 

プライマー１*：CAGAGCAAGTGGAGGCGTAT＜青字＞ 

プライマー２** ：TCCTTGATCTAGCACCGGAT＜青字＞ 
反復モチーフ：(TGAT)6＜赤字＞ 
塩基配列** ： 

ATTGTGTATCAGAGCAAGTGGAGGCGTATCAATCATGCATGCTCCGGGATTAACATGCAT

GCATCGTAGTGGTGATTGATTGATTGATTGATTGATCAACTAGAAGTAATATATAAAACG

ACGCACACCAACAAGCATCCGGTGCTAGATCAAGGAACACCACGAGGTCGCAGTGG 

 
*プライマー１は６-FAMの蛍光修飾を行う。  

** プライマー2には tail 配列を付加する。 
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SSR マーカー名：MsPe-03 
作成に用いた材料品種：ホクトPLE-2号菌 

至適アニーリング温度：60℃ 

プライマー１*：TCCTCAAGACGAACACGCTA＜青字＞ 

プライマー２** ：CCAGGAAGAGAAGGAAAGGC＜青字＞ 
反復モチーフ：(CAAGCA)5＜赤字＞ 
塩基配列** ： 

CAACTTCTCAGCCTCCCTCCGTATCTCCTCAAGACGAACACGCTAGAAACATCACAATCA

AATAGATCAGAAATGACACTCAAGCACAAGCACAAGCACAAGCACAAGCACAAAATGCAT

AGTAGGAACGTACCTCGATCGCATCTTGCCTTTCCTTCTCTTCCTGGCGCTTGGTACGGG

CGGCATCGAG 

 
*プライマー１は６-FAMの蛍光修飾を行う。  

** プライマー2には tail 配列を付加する。 



 27

SSR マーカー名：MsPe-04 
作成に用いた材料品種：ホクトPLE-2号菌 

至適アニーリング温度：60℃ 

プライマー１*：GTTGAATACCATGATCCGGC＜青字＞ 

プライマー２** ：CCATTCCAGACGAAGCAATA＜青字＞ 
反復モチーフ：(ATTC)5＜赤字＞ 
塩基配列** ： 

ACCCTTTGGTTTTGTTGATTTCACCACGAACACTCCCACTGTCGCGACAGTAAGTTGTTG

AATACCATGATCCGGCGTATATTCATTCATTCATTCATTCTGCCTTCGGATAGATCAGTA

TTGCTTCGTCTGGAATGGTATGTTGAGTCAAGTTTACCATTTGTCTTGCTTCAGACAAGG 

 
*プライマー１は６-FAMの蛍光修飾を行う。  

** プライマー2には tail 配列を付加する。 
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SSR マーカー名：MsPe-05 
作成に用いた材料品種：ホクトPLE-2号菌 

至適アニーリング温度：60℃ 

プライマー１*：CCCAAAGCAATAGCTCGC＜青字＞ 

プライマー２** ：CGATCTTCTCCTTCTGCTGG＜青字＞ 

反復モチーフ：（GGTA）5＜赤字＞ 
塩基配列** ： 

TCTAgtgtgtACTTGACGAAGACTGTCCACACCCCAAAGCAATAGCTCGCGCGCGATCCC

TTGCGGCCCGGCCGGAACCCGGTAGGTAGGTAGGTAGGTAGATATCTTCACCAGCAGAAG

GAGAAGATCGTGCCTGCTAAAGAAGAGCCAAGGAGATATCGCATACATAGTAAGTACGTT 

 
*プライマー１は６-FAMの蛍光修飾を行う。  

** プライマー2には tail 配列を付加する。 
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SSR マーカー名：MsPe-06 
作成に用いた材料品種：ホクトPLE-2号菌 

至適アニーリング温度：60℃ 

プライマー１*：GTCACCAAAACCAGGGTTCA＜青字＞ 

プライマー２** ：CATTAGCTTGGGCGGTTG＜青字＞ 

反復モチーフ：（AACGCC）6＜赤字＞ 
塩基配列** ： 

CCAACAATAGGACCACCAATAACAAGAATCGTGTCACCAAAACCAGGGTTCAGGCCAACG

CCAACGCCAACGCCAACGCCAACGCCAACGCCAATGCTCAGGCCAAAGCAAGCGCCAATG

CTAACGCCAACGCCCAAGCCCAGGCGAATGCTCGAGCAAAGGCAACCGCCCAAGCTAATG

CCAACGTCCGAGCAAAAGCTAATGCTCAAGCCAACACCAACGCTCGCGCCAAAGCTACTG 

 
*プライマー１は６-FAMの蛍光修飾を行う。  

** プライマー2には tail 配列を付加する。 
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SSR マーカー名：MsPe-07 
作成に用いた材料品種：ホクトPLE-2号菌 

至適アニーリング温度：60℃ 

プライマー１*：AGACTTTGCCCGCCTTTAT＜青字＞ 

プライマー２** ：CGTCCCACGTTCTGTATTCTC＜青字＞ 

反復モチーフ：（AGATG）9＜赤字＞ 
塩基配列** ： 

GTACGAGGATGAAGACGTGGCCGACTTACGCCCTTCTTAGCACGCGCCTCCATTGCCTTG

CGCCTGCTCTCTCGCTCAGACTTTGCCCGCCTTTATAAATACAAAAGAGCGTAGATGATG

GATGAGATGAGATGAGATGAGATGAGATGAGATGAGATGAGATGAGATGAATGTCCAATG

ATATATAGATTACGAATTAAGCCATTGAGAATACAGAACGTGGGACGAAGGACATAGGAT

CGATGATTCGAGGCGGTTTATTGTCGTTGTTAGAGTCGTGTGTCGACGGAGAATTAGTTG 

 
*プライマー１は６-FAMの蛍光修飾を行う。  

** プライマー2には tail 配列を付加する。 
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SSR マーカー名：MsPe-08 
作成に用いた材料品種：ホクトPLE-2号菌 

至適アニーリング温度：60℃ 

プライマー１*：CACTCATGGGCTCTTCAACA＜青字＞ 

プライマー２** ：GCAAACTATCCCACGCAACT＜青字＞ 

反復モチーフ：（AAGG）7＜赤字＞ 
塩基配列** ： 

TACTCCACGACTCGAATCGGCTTTTCAAACCGCAAGCTCAGCGCTCAAGCTCAAGGCCCA

TACTTCCCGTGCCGAGAATCTTGCCTAAAGCACTCATGGGCTCTTCAACACCTGATCCGG

CGTAGAGGAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGTTGCGTGGGATAGTTTGC

CTTTCTCGGTGAGCTTATCATACCCTGTTACTAGCACATGCTCAGTCTCGAAAACTCCAG

GCCTATCCACGTCGGTTTCTGATGGTCCTCTGCGCGCAGGGAATAACGATGCGAGCTTTC 

 
*プライマー１は６-FAMの蛍光修飾を行う。  

** プライマー2には tail 配列を付加する。 

。 
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SSR マーカー名：MsPe-09 
作成に用いた材料品種：ホクトPLE-2号菌 

至適アニーリング温度：60℃ 

プライマー１*：TCGAGTCCTTTTATCGAGAGCG＜青字＞ 

プライマー２** ：CTCCTGCTCTATCGTCCAAGTC＜青字＞ 

反復モチーフ：（TGA）10＜赤字＞ 
塩基配列** ： 

CCCGCGGTCGAGTCCTTTTATCGAGAGCGTGTATCGGGAGTGGTCGTCTGTCGCTATAGA

GGGTGATGATGATGATGATGATGATGATGATGACGACGACGACGAAGATGTCGAAGGCGA

AGATGGGAGGGGCTACGATTCTCCAGCGGCCGACTTGGACGATAGAGCAGGAGGACAATC

AGTTGCTGACAGCGACGCTGGTGGGCTAGGCGAGAGTTTTA                                                                  

 
*プライマー１は６-FAMの蛍光修飾を行う。  

** プライマー2には tail 配列を付加する。 
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SSR マーカー名：MsPe-10 
作成に用いた材料品種：ホクトPLE-2号菌 

至適アニーリング温度：60℃ 

プライマー１*：GTCGCTGCAGATGTAAGCATG＜青字＞ 

プライマー２** ：TTGGGATATCGCCAGCATCAA＜青字＞ 

反復モチーフ：（GAT）9＜赤字＞ 
塩基配列** ： 

GACTCAGAGCGTCGCTGCAGATGTAAGCATGAAGCCTCCTACACCTATCCCGATCTTGGA

CAAGTCCGCCACCGCGTCCAGGGAGGATTCGCCAATCGTTATCATCGATGATGATGATGA

TGATGATGATGATCACGATGCGCCATCTGCGAAGCGCCGTAAAGTTGATGCTGGCGATAT

CCCAACCACGGCAGGTCCTCTCGTCACTCCGACATAATGTCGGC 

 
*プライマー１は６-FAMの蛍光修飾を行う。  

** プライマー2には tail 配列を付加する。 
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SSR マーカー名：MsPe-11 
作成に用いた材料品種：ATCC90797 
至適アニーリング温度：60℃ 

プライマー１*：CGGTCTGTCCACCTATCACA＜青字＞ 

プライマー２** ：AAGGTTCAGAATGCGACACA＜青字＞ 

反復モチーフ：（AAACAC）6＜赤字＞ 
塩基配列** ： 

CGGTCTGTCCACCTATCACATTTTGTAACATCACCTGGCTCAATCGCGTGCGTGGTTCTC

TCGCTCGCTCACACGTATCGACGTGGACCCCCTCCCACAAACACAAACACAAACACAAAC

ACAAACACAAACACGGATGAACGAACGAACTATTCTATGTGTCGCATTCTGAACCTT                           

 
*プライマー１は６-FAMの蛍光修飾を行う。  

** プライマー2には tail 配列を付加する。 
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SSR マーカー名：MsPe-12 
作成に用いた材料品種：ATCC90797 
至適アニーリング温度：60℃ 

プライマー１*：ACCCAGGCAAAGCTCGAT＜青字＞ 

プライマー２** ：CTCAGCCAACTTCTCAGCCT＜青字＞ 

反復モチーフ：（GTGCTT）5＜赤字＞ 
塩基配列** ： 

ACCCAGGCAAAGCTCGATGCCGCCCGTACCAAGCGCCAGGAAGAGAAGGAAAGGCAAGAT

GCAATCGAGGTACGTTCCTACTATGCATTTTGTGCTTGTGCTTGTGCTTGTGCTTGTGCT

TGAGTGTCATTTCTGATCTATTTGATTGTGATGTTTCTAGCGTGTTCGTCTTGAGGAGAT

ACGGAGGGAGGCTGAGAAGTTGGCTGAG 

 
*プライマー１は６-FAMの蛍光修飾を行う。  

** プライマー2には tail 配列を付加する。 
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参考データ２．12種類の SSRマーカーによる 20品種のフラグメント長 
 
 

品種名 MｓPe-01 MｓPe-02 MｓPe-03 MｓPe-04 MｓPe-05 MｓPe-06 MｓPe-07 MｓPe-08 MｓPe-09 MｓPe-10 MｓPe-11 MｓPe-12

ホクトPLE-2号 A/A+24 B C D E/E+4 F/F+18 G/G+15 H/H+4 I/I+6 J/J+6 K/K+6 L

MH006376 A-6/A B-4 C-6 D/D+4 E/E+4 F/F+18 G/G+15 H/H+4 I J+6 K L-6

MH006405 A/A+24 B-4/B C D+4 E+4 F/F+18 G/G+15 H I J/J+6 K L

MH006157 A/A+24 B C D E+4 F/F+18 G/G+15 H+4 I J/J+6 K/K+6 L

MH006161 A/A+24 B C-6 D-12 E/E+4 F G/G+15 H/H+4 I J/J+6 K/K+6 L-6

MH006165 A B C D-12 E+4 F G+15 H/H+4 I/I+6 J+6 K/K+6 L

MH006369 A/A+24 B-4/B C-6 D+4 E F-12/F G+5/G+15 H I/I+21 J/J+3 K L-6

MH006377 A B/B+4 C D+4 E+4 F+18 G/G+15 H I J+6 K L

MH006380 A/A+24 B-4/B C-6 D/D+4 E+4 F/F+18 G/G+15 H+4 I J/J+6 K/K+6 L-6

MH006381 A/A+24 B-4/B C D/D+4 E+4 F+18 G H I J/J+6 K L

MH006164 A/A+24 B C D E F/F+18 G H+4 I J/J+6 K+6 L

MH006198 A-12 B-4/B C-6 D E/E+4 F G-10/G H/H+4 I/I+12 J-3 K/K+6 L-6

MH006199 A/A+24 B-4 C D E+4 F/F+18 G/G+15 H+4 I/I+6 J/J+6 K+6 L

MH006200 A B C D E/E+4 F/F+18 G/G+15 H I/I+6 J/J+6 K L

MH006201 A B+4 C-12 D E/E+12 F-36/F G-10/G H I J-3/J+6 K-12/K L-12

MH006202 A/A+24 B C-6 D-12 E/E+4 F/F+12 G-10/G H+4 I/I+12 J/J+6 K/K+6 L-6

MH006203 A-6/A B C-12/C+6 D+4 E F-12/F G-10/G H+4 I/I+3 J-6/J+6 K+6/K+12 L-18

MH006322 A/A+12 B C-12 D E/E+4 F G/G+15 H/H+4 I/I+6 J-3/J+6 K L

MH006324 A+24 B-4 C D E/E+4 F/F+18 G-10/G+15 H+4 I+6/I+12 J K+6/K+12 L-6/L

MH006325 A/A+24 B-4/B C-6 D E+4/E+36 F/F+18 G+15 H I J-3/J K+6 L-6/L

SSRマーカー

 
 
フラグメント長は 600LIZサイズスタンダードに対しての相対値を表している。また、スラッシュ区切りで 2つの記号（+数字）が並ん

でいるものは、同一プライマーセットで 2 本の鎖長の異なるフラグメントが増幅することをあらわしている。 
 
 

※本表は、基準品種である PLE-2号の値と比較してどの程度異なるのかを対象品種全てに対してまとめたもの。表記されているアル

ファベットは、４．６．１０の表 2-2と同じ意味である。 
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