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要 旨  

登録品種における不適切な栽培等が疑われる事例に迅速に対応するためには，品種の特定が可能で

あるとともに，当該品種と他品種を明確に区別することが短期間で可能な科学的根拠に基づく品種識

別技術が必要である．イチゴ果実の形，色，大きさ，葉の形や大きさ，草型等の形質の比較により行

われている従来の品種識別では，大きさや生育ステージを揃えた苗を同一の環境下で栽培して同一品

種や異なる品種間の形質を比較する必要があり，品種識別には多大な労力と長時間を要する．  

そこで，イチゴにおいて開発されている品種識別を目的とした DNA マーカーのうち，迅速性，簡便

性および再現性に優れる品種間のレトロトランスポゾン挿入位置の違いを多型として検出する DNA

マーカー（retrotransposon based insertion polymorphism（RBIP）markers；以下 RBIP マーカー）を用い

て，愛媛県育成イチゴ品種‘紅い雫’‘あまおとめ’を含む日本で栽培されている主要なイチゴ品種

の識別技術を検討した．  

RBIP マーカーを 11 個使用することにより，‘紅い雫’‘あまおとめ’を含む 32 品種および‘紅い

雫’‘あまおとめ’と交配親が同一の 2 系統の識別が可能となった．また，種苗法における育成者権

の保護対象が種苗だけでなく，その収穫物にも及ぶことから，流通段階でのパック詰めイチゴ果実か

らガク片や果肉を採取し，分析することを想定して，果実のガク片や果肉（果皮を除く）から抽出し

た DNA を使用した結果， RBIP マーカーによる品種識別が可能であることが示された．  

 

キーワード：イチゴ，レトロトランスポゾン，DNA マーカー，品種識別  

 

１．緒言 

 

公的研究機関，民間企業，団体・個人等が育成

した新品種は，種苗法に基づき品種登録を行うこ

とで知的財産として扱われ，育成者権が保護され

る．現在，愛媛県が育成したイチゴ品種は ‘あ

まおとめ’（2009 年 2 月 24 日登録，第 17391 号），

‘紅い雫’（あかいしずく：2017 年 3 月 1 日登録，

第 25595 号）が品種登録されている（農林水産省

品種登録ホームページ）． 

イチゴにおいては過去に‘さちのか’‘とちお

とめ’が育成者に無断で海外へ持ち出された事例

や，韓国から輸入されたイチゴ果実に‘さちのか’

の果実が含まれていた事例が報告されている（松

元，2004；國久ら，2005）．また，‘福岡 S6 号’

（商標名：あまおう）が育成者に無断で福岡県外

において栽培・販売された事例も報告されている

（吉野ら，2008）．このように登録品種について

不適切な栽培等が疑われる事例が発生した場合，

育成者は育成者権の保護を目的とした品種識別

を行う必要がある．そのため，品種の特定が可能

であるとともに，当該品種と他品種を明確に区別

することが短期間で可能な科学的根拠に基づく

品種識別技術が必要である．  

従来からイチゴの品種識別は果実の形，色，大

きさ，葉の形や大きさ，草型等の形質の比較によ

り行われているが，これらの形質は栽培環境や生

育ステージにより，同一品種でも個体間の差が大

きい．そのため，大きさや生育ステージを揃えた

苗を同一の環境下で栽培して同一品種や異なる
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品種間の形質を比較する必要があり，品種識別に

は多大な労力と長時間を要する（Neilsen et al, 

2000）．また，流通果実は多数の生産者がそれぞ

れ異なる環境で栽培したものであり，これらの果

実の形質から品種を正確に特定することは極め

て困難である（國久・松元，2004）．  

イチゴはランナーにより栄養繁殖を行う植物

であるため，突然変異が起こらない限り，同一品

種の個体はほぼ同一の DNA を保有していると考

えられる（國久・松元，2004）．そのため，科学

的根拠に基づく新しい品種識別技術として，品種

間の DNA レベルでの変異を検出する DNA マー

カーを用いた方法が開発されている．イチゴでは

主に「DNA マーカー（CAPS 法）によるイチゴ品

種識別マニュアル」（農研機構，2007）が作成さ

れている CAPS マーカー（Kunihisa et al，2003；

2005；Kunihisa，2011）や SSR マーカー（Shimomura 

and Hirashima，2006；Honjo et al，2011）を用い

た手法がある．CAPS マーカーはシークエンサー

が不要で再現性が高い一方，多数のマーカーや制

限酵素処理が必要なため，多検体の解析には長時

間を要する（Honjo et al，2011）．また，SSR マー

カーは高い多型性があり，近縁な品種でも識別可

能である一方，自動解析や正確なジェノタイピン

グにはシークエンサーが必要である（Weber and 

May，1989）．そこで，不適切に栽培された苗や果

実の流通を迅速に差し止めるためには，再現性が

高く，より迅速・簡便で高額な機器を使用しない

品種識別技術が求められている．  

 レトロトランスポゾンは真核生物のゲノム内

に存在する可動遺伝因子であり，コピーアンドペ

ースト型の複製を行い，ゲノム内に挿入された後

は安定的に遺伝する（Kumar and Bennetzen，1999）．

また，レトロトランスポゾンの複製配列はゲノム

上に多数存在しており，これらをターゲットにし

たマーカーは，多型を検出するための有用な

DNA マーカーとなる（Flavell et al，1998）．この

ようなマーカーのうち，レトロトランスポゾン挿

入多型に基づく RBIP マーカーは，公開されてい

るゲノム配列情報や，ランダムショットガンシー

クエンスにより得られたゲノム DNA の塩基配列

情報から設計可能であることに加えて，マーカー

となる PCR 増幅産物をアガロースゲル電気泳動

で検出可能であり（藤井ら，2016），検出が迅速，

簡便かつ再現性の高い優れた DNA マーカーであ

る．RBIP マーカーはニホンナシ（Kim et al，2012），

パインアップル（奈島ら，2015），リンゴ（西谷

ら，2016），マンゴー（奈島ら，2018）といった

果樹に加え，イチゴ（秋竹ら，2013；Monden et 

al，2014）においても開発されている．  

 本研究では，イチゴにおける RBIP マーカーの

開発や品種識別に関する研究を行った岡山大学

他のグループによる「農林水産業・食品産業科学

技術研究推進事業（実用技術開発ステージ） 現

場での検査導入を実現する農作物品種 DNA 判定

法の開発」（2012～2014 年度：課題番号 24003）

の成果を活用して，RBIP マーカーを用いた愛媛

県育成イチゴ品種等の識別技術について検討し

た．あわせて，種苗法における育成者権の保護対

象が種苗だけでなく，その収穫物にも及ぶことか

ら，流通段階でのパック詰めイチゴ果実からガク

片や果肉を採取し，分析することを想定して，苗

の小葉に加え果実のガク片および果肉から抽出

した DNA を使用して，それぞれの RBIP マーカ

ーの検出パターンを比較した．  

 

２．材料および方法 

2.1 供試品種および系統 

供試品種は愛媛県育成品種の‘紅い雫’（‘あ

まおとめ’×‘紅ほっぺ’）  ，‘あまおとめ’

（‘とちおとめ’×‘さがほのか’）を含む 32

品種ならびに  ‘紅い雫’と同じ交配親をもつ

‘20-15-53’および‘あまおとめ’と同じ交配親

をもつ‘愛媛 12 号’の 2 系統を用いた（表 1）．  

 

2.2 DNA 抽出等 

供試品種・系統の苗の小葉 50～100mg，ならび

に‘紅い雫’‘あまおとめ’‘紅ほっぺ’‘さが

ほのか’のガク片 50～100mg および痩果が混入

しないように採取した果肉（果皮を除く）200～

300mg をφ3.2mm ステンレスビーズ 2 個と一緒

に 2.0mL 専用チューブ TM-625 コニカル型（トミ

ー精工）に入れ，細胞破砕装置 MicroSmash MS-

100（トミー精工）を用いて室温・4,000rpm・120

秒の条件でサンプルを破砕した．その後，DNeasy 

Plant Mini Kit（QIAGEN）を用いてキットに同封

のマニュアルを一部改変した方法により DNA を

抽 出 し た ． 抽 出 し た DNA は 分 光 光 度 計

（NanoPhotometerTM；IMPLEN）を用いて濃度と

純度を確認した後，超純水で 10 倍に希釈して，
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PCR1 反応あたり 5.0～20ng をテンプレートとし

て用いた．  

 

2.3 PCR 反応 

プライマーは前述の研究課題「現場での検査導 

入を実現する農作物品種 DNA 判定法の開発」の 

 

表 1 供試した 32 品種・2 系統  

品種・系統名  育成機関（育成者）  品種・系統名  育成機関（育成者）  

紅い雫  愛媛県農林水産研究所  みやざきなつはるか  宮崎県総合農業試験場  

あまおとめ      〃  めぐみ  
徳島県立農林水産総合技術支援

センター  

紅ほっぺ  静岡県農業技術研究所  ゆめのか  愛知県農業総合試験場  

さがほのか  佐賀県農業試験研究センター  さつまおとめ  鹿児島県農業開発総合センター  

とちおとめ  栃木県農業試験場  まりひめ  和歌山県農業試験場  

福岡 S6 号  福岡県農林業総合試験場  北の輝  農研機構東北農業研究センター  

さちのか  
農研機構九州沖縄農業研究  

センター  
やよいひめ  群馬県農業技術センター  

章姫  萩原 章弘 氏  とちひとみ  栃木県農業試験場  

とよのか  
農研機構九州沖縄農業研究  

センター  
もういっこ  宮城県農業・園芸総合研究所  

女峰  栃木県農業試験場  越後姫  
新潟県農業総合研究所園芸  

研究センター  

アイベリー  愛三種苗（株）  おとめ心  
山形県庄内総合支庁産業経済部

農業技術普及課産地研究室  

レッドパール  西田 朝美 氏  栃木 i27 号  栃木県農業試験場  

熊研い 548 熊本県農業研究センター  ペチカ  （株）ホーブ  

かおり野  三重県農業研究所  なつおとめ  栃木県農業試験場  

古都華  奈良県農業研究開発センター  サマーティアラ  
山形県庄内総合支庁産業経済部

農業技術普及課産地研究室  

おおきみ  
農研機構九州沖縄農業研究  

センター  
20-15-53 愛媛県農林水産研究所  

ひみこ  
農研機構九州沖縄農業研究  

センター  
愛媛 12 号      〃  

注）育成機関は現在の名称 
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参画機関である岡山大学，福岡県農林業総合試験

場，栃木県農業試験場，および株式会社ファスマ

ックから情報提供を受け，11 組を作製した．ま

た，陽性コントロールプライマーとして、葉緑体

DNA の rbcL 遺伝子の部分領域に由来する塩基配 

列から作製したもの（日本バーコードオブライ

フ・イニシアチブホームページ）を用いた（表 2）．

PCR 反応は栃木県農業試験場より情報提供を受

けた方法を一部改変し，マルチプレックス PCR

法により行った．1 サンプル当たりの PCR 反応

表 2 RBIP マーカーおよびプライマーの名称、増幅断片長、塩基配列  

No. 
マーカー  

の名称  

プライマーの  

名称  

増幅  

断片長  
塩基配列  

1 
Cl 161_1T 

Cl 161_1T_Fw 
079bp 

5’-GGATCTCTCCTCTCCAACAGTCAG-3’ 

2 Cl 161_1T_Rv 5’-TTCCAGTAGTCATAAACCTCCGCTC-3’ 

3 
Cl 76_2 

Cl 76_2_Fw 
094bp 

5’-GGATCTCTCCTCTCCAACAAGAATAG-3’ 

4 Cl 76_2_Rv 5’-GCAGTGATGAGACATGAGTAGACACG-3’ 

5 
Cl 19_5 

Cl 19_5_Fw 
099bp 

5’-GGATCTCTCCTCTCCAACACATC-3’ 

6 Cl 19_5_Rv 5’-GGCTTTAGATCCGATCTACAATGAC-3’ 

7 
Cl 242_2 

Cl 242_2_Fw 
108bp 

5’-GGATCTCTCCTCTCCAACAAAATG-3’ 

8 Cl 242_2_Rv 5’-CAATCTATGCCCGGATATGAAGTTC-3’ 

9 
pattern524_1 

pattern524_1_Fw 
114bp 

5’-GGATCTCTCCTCTCCAACACCATATA-3’ 

10 pattern524_1_Rv 5’-CAATCCTCATTTTCATGTCTTCGAAG-3’ 

11 
Cl 258_2 

Cl 258_2_Fw 
119bp 

5’-GGATCTCTCCTCTCCAACATAACC-3’ 

12 Cl 258_2_Rv 5’-GAATTTGGTCGAGTTGGTCCAC-3’ 

13 
Cl 261_1 

Cl 261_1_Fw 
143bp 

5’-GGGATCTCTCCTCTCCAACAGTTAAG-3’ 

14 Cl 261_1_Rv 5’-CGAAGCACATTCTATGCTACTAATGAGG-3’ 

15 
Cl 322 

Cl 322_Fw 
280bp 

5’-CGTGGATCATCCTTGTACCGATATT-3’ 

16 Cl 322_Rv 5’-GCCAAGAGTGAAAGAGAGCAAATG-3’ 

17 
Cl 124 

Cl 124_Fw 
281bp 

5’-TGGATCATCCTTGTACCGATATTGT-3’ 

18 Cl 124_Rv 5’-CTCTTGCTGCAAATGAACCCAATTC-3’ 

19 
Cl 115 

Cl 115_Fw 
283bp 

5’-ATCATCCTTGTACCGATATTGTCC-3’ 

20 Cl 115_Rv 5’-GAAACTACAAGACCGGAATGATG-3’ 

21 
pattern320 

pattern320_Fw 

300bp 
5’-ATCATCCTTGTACCGATATTGTCC-3’ 

22 pattern320_Rv 5’-GTGAACCTCCTCAGATAAAGTCACA-3’ 

23 
rbcL 

rbcL_Fw 
－  

5’-ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC-3’ 

24 rbcL_Rv 5’-GTAAAATCAAGTCCACCR*CG-3’ 

注）Fw：Forward 側，Rv：Reverse 側     rbcL の増幅断片長は約 600bp，*R は A+G の混合塩基  
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液の組成は， 10 × Ex Taq Buffer 2µL， 5U/µL 

TaKaRa Ex Taq HS 0.1µL，2.5mM dNTPs Mixture 

1.6µL， 5µM 陽性コントロールプライマー各

0.1µL，5µM プライマー各 0.5µL，DNA テンプレ

ート 5.0～20ng に超純水を加えて 20µL とした．

サーマルサイクラーは TaKaRa PCR Thermal 

Cycler DiceⓇ Gradient（タカラバイオ）を用い，

以下の条件により PCR 反応を行った．  

94℃・3 分→（94℃・30 秒→63℃※・30 秒→72℃・

45 秒）×5 サイクル  

→（94℃・30 秒→58℃・30 秒→72℃・45 秒）×

30 サイクル 

※1 サイクルにつき 1℃ずつ温度を下げた．  

 

2.4 DNA マーカーの検出等 

PCR 産物の有無は 2％アガロースゲル電気泳

動により確認し，供試品種・系統における RBIP

マーカーの検出パターンから作成した品種識別

表と福岡県農林業総合試験場作成の組み合わせ

識別表を照合して，32 品種および愛媛県育成 2

系統の識別表を作成した． 

３．結果および考察 

 

供試品種・系統で品種識別用 RBIP マーカーと

陽性コントロールマーカーを同時検出した．その

検出例を図 1 に示す．RBIP マーカーは正常に検

出され，その近傍に非特異的増幅産物はみられな

かった（図 1）．また，供試した RBIP マーカー

の検出パターンから品種識別表を作成した結果，

表 2 で示した Cl 76_2，Cl 19_5，Cl 242_2，

pattern524_1，Cl 258_2，Cl 261_1，Cl 322，Cl 124，

Cl 115，pattern320 の 10 個の RBIP マーカーでは

‘紅い雫’と‘とちおとめ’が同一の検出パター

ンとなり，識別が不可能であった．そこで，新た

に 1 個の RBIP マーカー（Cl 161_1T）を追加する

ことにより，‘紅い雫’‘あまおとめ’を含む 32

品種および愛媛県育成 2 系統の識別が可能にな

った（表 3）．このことから，新たに育成された

品種・系統を加えることにより，品種識別の対象

となる品種・系統数が増加するに従って，品種識

別を行うために必要な RBIP マーカー数が増加す

る可能性が示唆された．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 供試品種における RBIP マーカー（pattern524_1；114bp）の検出例  

 

pat524_1 ▶ 
（114bp） 

rbcL ▶ 

pat524_1 ▶ 
（114bp） 

rbcL ▶ 

pat524_1 ▶ 
（114bp） 

rbcL ▶ 

pat524_1 ▶ 
（114bp） 

rbcL ▶ 

N M 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M 31 32 33 34 N 

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

M：50bpサイズマーカー N：超純水 1：紅い雫 2：あまおとめ 3：紅ほっぺ 4：さがほのか 5：とちおとめ 6：福岡S6号 

7：さちのか 8：章姫 9：とよのか 10：女峰 11：アイベリー 12：レッドパール 13：熊研い548 14：かおり野 15：古都華 

16：おおきみ 17：ひみこ 18：みやざきなつはるか 19：めぐみ 20：ゆめのか 21：さつまおとめ 22：まりひめ 23：北の輝 

24：やよいひめ 25：とちひとみ 26：もういっこ 27：越後姫 28：おとめ心 29：栃木 i27号  30：ペチカ  31：なつおとめ   

32：サマーティアラ 33：20−15−53 34：愛媛12号 
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表 3 RBIP マーカーに基づく 32 品種および 2 系統における識別表  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

注）表中の記号は，当該マーカーによる増幅断片が －：ない，＋：ある ことを示す  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図 2 供試品種における RBIP マーカー（Cl19_5；99bp（左），Cl258_2；119bp（右））の検出例  

 

表 4 RBIP マーカーに基づく供試品種における  

識別表 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
注）表中の記号は，当該マーカーによる増幅断片が －：  

ない，＋：ある ことを示す  

さらに，識別可能となった品種・系統のうち， 

‘紅ほっぺ’と‘まりひめ’，‘紅い雫’と‘20-

15-53’，‘あまおとめ’と‘愛媛 12 号’は交配

親の組み合わせが同一であり，‘さちのか’と‘レ

ッドパール’は同一の交配親の正逆交配品種であ

ることから，近縁な品種・系統についても RBIP

マーカーにより識別可能であることが示された

（表 3）．これは，供試した RBIP マーカーにお

いて近縁な品種・系統間でも多型が検出され，11

個の RBIP マーカーの組み合わせにより供試品

種・系統間で識別可能になったためであるが，‘紅

い雫’と同一の交配親をもつ佐賀県育成の‘佐賀

i5 号’（岡ら，2017）など愛媛県育成品種に近縁

な品種・系統を追加して供試した場合，これらの

品種・系統と愛媛県育成品種の間でマーカーの多

型が検出されず，識別ができない可能性がある． 

一方，‘紅い雫’‘あまおとめ’‘紅ほっぺ’‘さ

Cl19_5 ▶ 
(99bp) 

rbcL ▶ 

Cl258_2 ▶ 
(119bp) 

rbcL ▶ 

N M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 N M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

M：50bpサイズマーカー N：超純水 1：紅い雫（小葉） 2：紅い雫（ガク片） 3：紅い雫（果肉） 4：あまおとめ（小葉）  

5：あまおとめ（ガク片） 6：あまおとめ（果肉） 7：紅ほっぺ（小葉） 8：紅ほっぺ（ガク片） 9：紅ほっぺ（果肉）  

10：さがほのか（小葉） 11：さがほのか（ガク片） 12：さがほのか（果肉） 
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がほのか’の小葉，ガク片，果肉（果皮を除く）

から抽出した DNA を用いて RBIP マーカーを検

出した．その検出例を図 2 に示す．小葉，ガク片，

果肉における RBIP マーカーの検出パターンは一

致し，その近傍に非特異的増幅産物はみられなか

った．また，供試した RBIP マーカーの検出パタ

ーンから品種識別表を作成した結果，供試した 4

品種について表 3 の結果と一致した（表 4）．こ

のことから，イチゴ苗の小葉，果実のガク片およ

び果肉から抽出した DNA を用いた RBIP マーカ

ーによる品種識別が可能であり，生産から流通段

階における愛媛県育成イチゴ品種の不適切な栽

培等が疑われる事例に対応可能な品種識別技術

を確立することができた． 

 本研究では，種苗法に基づく愛媛県育成イチゴ

品種の育成者権の保護を目的として，イチゴ苗の

小葉，果実のガク片および果肉から抽出した

DNA を用い，マルチプレックス PCR 法とアガロ

ースゲル電気泳動により 1 個の RBIP マーカーと

陽性コントロールマーカーを同時検出した後，11

個の RBIP マーカーの検出パターンを組み合わせ

た識別表を作成することで，愛媛県育成品種・系

統を含む 32 品種・2 系統における品種識別技術

を確立した．一方で，RBIP マーカーを用いたイ

チゴの品種識別には課題もある．  

 RBIP マーカーを用いた品種識別では，パイン

アップルおよびリンゴ（成田ら，2016）において

妥当性試験が実施されているが，イチゴでは実施

されていない．DNA 鑑定学会が定めた「DNA 鑑

定提供までのジョブフローと規則」によれば，

DNA マーカーを用いた品種識別技術を社会実装

するためには，技術マニュアルを作成のうえ，

ISO17023 等の資格を取得している第 3 者機関に

よる流通品を対象とした妥当性検証試験が必要

とされている（矢野，2018）．本研究で行った DNA

抽出からアガロースゲル電気泳動で RBIP マーカ

ーを検出する一連の手法について，イチゴ品種識

別の標準的な技術として迅速に普及を図るため

に，妥当性試験の実施が強く望まれる．  

さらに，イチゴでは RBIP マーカーと STH ク

ロマト PAS 法を活用した品種識別キットが開発

可能であり（Monden et al, 2014），‘福岡 S6 号’

の簡易識別キット（GeneCheckⓇ  あまおう；株式

会社ファスマック）がすでに市販されている．し

かし，‘福岡 S6 号’と他品種を識別するためのキ

ットであり，日本の主要品種を個々に識別可能な

キットは開発されていない．今後，‘紅い雫’‘あ

まおとめ’を含む日本の主要品種を網羅した識別

キットの開発が進めば，税関や全国の公的研究機

関，都道府県の普及組織や JA 等，生産・流通現

場に近い場所へ導入されることで，登録品種の不

適切な栽培等，育成者権の侵害が疑われる事例に

おける一層の迅速な対応が可能になると期待さ

れる．  
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