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RAPDマーカーを用いたにら交雑個体の選抜技術の確立 

 

１．試験のねらい 

 にらは高頻度に単為生殖を行うため、交雑育種上の問題となっている 。にら交雑育種では、圃場に

展開された株の大部分は母親と同じ遺伝子型を持つ個体（単為生殖個体）であり、定植前の幼苗段階で

交雑個体を選抜することはにらの交雑育種の効率化につながり極めて重要である。そこで、現行のにら

交雑育種法に導入が可能な、簡易で経済的な DNA 抽出方法を選定し、さらに父親に特異的な RAPD マー

カーを利用して交雑個体を早期に選抜するシステムを確立する。 

 

２．試験方法 

（１）複数の DNA 抽出方法（CTAB 法、改変 SDS 法、NaOH 法）を比較し、得られた DNA の分子量や、RAPD

マーカーの再現性、簡易性に優れる方法を検討した。 

（２）平成 9 年～平成 15 年の 7 年間に、栃木県農業試験場の慣行法により交配を行った 2 組合せ 2,673

個体のにら実生を交雑検定に供した。採種された種子は交配した翌年 3 月に播種し、 1～2 か月間の

育苗期間中に幼苗の葉身を約 10mg 採取し、鋳型 DNA を抽出して PCR 反応に用いた。各組合せにおい

て、花粉親(父親)に特異的に存在するRAPDマーカーを選抜し、これを指標として交雑判定を行った。

判定は最低3個のマーカーを用い、交雑率が5%以下の組合せではさらにマーカーを追加して検定した。

交雑の確認は再現性を確かめるため、2度実施した。 

 

３．試験結果および考察 

（１）改変SDS法が交雑育種での交雑個体選抜に用いるDNA抽出法として適していると判断した（図-１）。

CTAB法は熱変性や液体窒素による磨砕が必要であるが、NaOH抽出法と改変SDS法ではその必要がなく、

その後の操作も改変SDS法のRNase処理以外は室温で行えた。 18個の検体処理にかかる時間は、CTAB

法が約 6時間、NaOH 法が約 1時間、改変 SDS 法は 3 時間であった。試薬にかかる費用は NaOH 法が最

も低く、次いで改変SDS法であった。抽出したDNAの純度は、NaOH法ではRNase処理を行わないため

RNAの混入が認められ、高分子DNAが壊れたため不鮮明な泳動結果が得られた。また、PCRの結果を比

較したところ、NaOH法は改変SDS法やCATB法と比較して高分子領域マーカーの再現性が劣った（図-

２、図-３）。  

（２）22 交配組合せ、2673 個体のにらについて交雑検定を行った結果、平均交雑率は約 11.4%で、 304

個体が交雑個体と判定された（表-１）。交雑検定は、全ての年度において予定した定植前に終了する

ことができた。この結果、RAPDマーカーによる交雑個体選抜は、現行の育種ルーチンに組み込むこと

が可能であった。また、無選抜で栽培し検定を行っていた従来の方法に比較して定植個体数は約1/10

に減少し、育種にかかる労力を大幅に軽減化できることが示された（図-４）。 

 

４．成果の要約 

  にらの交雑育種の過程に、簡易な DNA抽出と花粉親に特異的な DNAマーカーによる交雑個体選抜
を組み込むことにより、交雑個体を約１／１０に絞り込むことができ、育種効率の大幅な向上を図るこ

とができた。 
 

（担当者 生物工学部遺伝子工学研究室 中澤佳子※、天谷正行）※現河内農業振興事務所



RAPD マーカーを用いたにら交雑個体の選抜技術の確立 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

葉身(10㎎程度)

抽出バッファー 400μl 

ペッスルで磨砕

vortex
室温, 20min, 放置

クロロホルム･イソアミルアルコール400μl

室温, 20min, 混和

8000rpm×10min

sup
イソプロパノール 3/4vol

8000rpm×5min

ppt
70% エタノール洗浄

乾燥
TE-RNase 100μl

37℃, 30min, RNase処理

DNA 溶液

200mM  Tris-HCl(pH7.5)
250mM  NaCl
2.5mM  EDTA
0.5%   SDS

図-１ 改変SDS法によるニラの簡易DNA抽出条件
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　表-１　交雑検定結果

中国ニラa/成都 4 107 27 25.2

成都/中国ニラa 4 115 18 15.7

中国ニラa/朝鮮 5 66 12 18.2

朝鮮/中国ニラa 4 13 1 7.7

南京791/成都 4 22 0 0.0

成都/南京791 4 105 14 13.3

南京791/朝鮮 5 71 4 5.6

朝鮮/南京791 5 140 4 2.9

たいりょう/朝鮮 7 31 8 25.8

漢中冬ニラA/朝鮮 4 20 4 20.0

漢中冬ニラA/成都 3 21 2 9.5

成都/漢中冬ニラA 3 24 5 20.8

成都/台湾 4 139 17 12.2

漢中冬ニラ西安a/大分在来 4 75 13 17.3

津南青ニラa/大分在来 7 116 0 0.0

大分在来/中国ニラa 4 832 120 14.4

津南青ニラa/中国ニラa 4 214 3 1.4

津南青ニラa／漢中冬ニラ西安a 11 31 0 0.0

94-1-106／大分在来 6 26 1 3.8

スーパーグリーンベルト／漢中冬ニラ西安 5 219 27 12.3

スーパーグリーンベルト／大分在来 6 145 0 0.0

スーパーグリーンベルト／中国ニラa 4 141 24 17.0

合　　　　　計 2673 304 11.4
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