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オオムギのECL法及びDIG法を用いたRFLPの検出

五月女敏範・小山内英一＊・長村吉晃＊＊

摘要：オオムギのRFLP分析において，非放射性検出法であるECL法及びDIG法の確立を目的

に，RFLP検出条件を検討した．DIG法では，始めに，イネDNA及び同プローブを用いてハイブ

リダイゼーションバッファー，プローブ濃度，発光基質など基礎条件について検討した．結果

は，標準バッファーを用いることにより，ほぼ安定してシグナルを検出することができ，プ

ローブ濃度は20ng／mlが適当であった．発光基質のCDP―StarはCSPDより発光開始時間が早く，

シグナルも強い発光特性を持つことが確認された。CDP―Starの最適濃度は露光時間を約1時

間とした場合に約2000倍希釈と推定された．ECL法及びDIG法によるRFLP検出条件は，オオム

ギ他主作物DNAとイネ及びオオムギプローブを用いて，フィルターの種類とブロッティング

法について検討した．結果は，いずれの方法でもアルカリブロッティング法が良く，フィル
ターはECL法ではHybond　N4が最も良く，Positively　chargedがこれに準じた．DIG法では，

Positively　chargedが良好で，Hyhondは不適であった．検出感度は，DIG法の方が高く優

っていた．また，今回の結果から，ゲノムサイズの大きいオオムギでもECL法やDIG去など非

放射性検出法によるRFLP分析が十分可能なことが明らかとなった．
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Detection　of　RFLP　by　Non－Radioactive　LabeIing　System，

　　　　ECL　and　D，G，on　Barley　Genomic　DNA

Toshinori　SoToME，Ei－ichi　OsANAI，Yoshiakj　NAGAMuRA

Summary3The　detectable　condition　of　RFLP　by　non－radioactive　nucleic　acid　labeling　methods，

ECL-system　and　DIG-system，were　investigated　fbr　RFLP　analysis　of　barley．In　DIG-system，

hybridization　buff◎r，probe　concen甘ation　and　luminescent　substrate　were　examined　using　rice　genomic

DNA　and　the　probe　of　rice．The　luminescent　signals　were　stably　detected　by　use　of　the　standard

buffer　for　DIG-system，in　witch　the　optimum　probe　concentration　was20ng／m1．The　luminescent

reaction　was　earlier　and　the　signals　were　stronger，ushlg　a　new　hminescent　substrate，α）P－3’α7，than

CSPT．The　suitable　concentration　of　CDP-Star　was　est㎞ate（1approx㎞ately2000t㎞es　dilution　fbr

one　hour　exposure，

　　Nature　of　m㎝brane　filter　an（1the　blotting　methods　for　detecttng　RFLP　by　ECL-system　and

DIG-system　were　tested　using　barley　genomic　DNA　and　the　probe　of　rice　or　barley、Alkaline－blotting

methods　showe（1better　results　than　SSC－blotting　fbr　the　both　detective　syst㎝s，In　ECL-systems，the

Hybond　N＋m㎝brane　was　most　approphate　for　the　detection　and　the　positively　charged　membrane

was　next　to　that．On　the　other　hand　in　DIG-system，the　positively　chargcd　membrane　was　suitable　for

the　detection．And　the　Hybond　N＋membrane　was　inappropriate，in　which　the　backgromd　was　too

over　to　detect　polymorphic　bands．DIG-system　was　superior　to　ECL-system　in　sensitivity．The

detection　of　RFLP　by　non－radioactive　nucleic　acid　labeling　methods，such　as　ECL-system　and

DIG-system，were　enough　possible　even　on　barley　with　large　genome　size　than　rice，
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　　　　　　　　1　緒言

　近年，DNA多型を検出する技術が開発され，それを利

用した研究も多岐にわたっている．最近では，犯罪捜査にお

けるDNA鑑定や病原性大腸菌レースの同定などで話題と

なっている．植物育種においては，RFLP（Resthction

Fragm㎝t　Length　Polymorphism：制限酵素断片長多型）分

析法やRAPD（Randam　Amplined　Polymorphic　DNA：任

意増幅断片多型DNA）分析法を用いた系統識別・分類や

病害抵抗性遺伝子の選抜が行われている．また，これら分

析法によるゲノム解析研究の推進により，多くの作物で

RFLPプローブ，PCR（Polymerase　Chain　Reaction）プライ

マーをマーカー（以下，DNAマーカー）とする連鎖地図が

作成され，イネやオオムギではこれらのDNAマーカーを用

いたQ皿．（Quantiative　Trait　Loci：量的形質遺伝子座）解

析による農業上重要な形質の遺伝子地図が作成されてい

る’2）．今後，これらDNAマーカーを用いて有用遺伝子の単

離やその遺伝子の迅速かつ的確な選抜による育種の効率

化が期待されている．

　しかしながら，RFLP分析法は放射線性同位元素標識を

用いてRFLP検出を行っている（以下，田法）が，そのため

には専用の放射線利用施設や処理施設が無ければ研究が

できないことが問題となっている．放射線を用いない方法とし

て，科学発光系（ペルオキシダーゼ，ジゴキシゲニンなど）を

利用し非放射性発光物質（ルミノール，C3PDなど）標識を

用いる非放射性検出システム（以下，ノンRI法）のECL法

やZ）1G法などがあるが，ECL法はゲノムサイズの小さいイネ

では手法が確立しているものの，ゲノムサイズの大きいオオ

ムギなどではシグナルが弱く感度が低いため，その適応が難

しく実用化されていなかった．オオムギではE（■法で山口

らめの1例だけがある．また，シグナルの強いZ）1G法ではノ

ーザン，コロニーハイブリダイゼイション等で使用されている

ものの，サザンハイブリダイゼーションではECL法より検出が

不安定なこと，フィルターのリハイブリ性が劣ること，操作が複

雑であることによりほとんど用いられていない．

　今後，ノンRI法によるRFLP分析がオオムギをはじめ種

々の作物で適用されると考えられるが，現在これら方法での

RFLP検出の可能性や条件設定の研究はあまりされていな

い．

　今回，オオムギのRFLP解析に必要となってくる非放射性

検出システム（ECL法，五）1G法）を用いた検出条件検討を

行ったので，ここに報告する．

　DIG法はイネやオオムギでは方法が確立していないため，

以下の検出条件の検討を行った．（1〉ハイブリダイゼーション

バッファー：Boeh吻g87ル血nnhe’〃2社推奨の高SDSバッフ

ァーと標準バッファーを改善した方法（第1表）を検討した。

（2）プローブ濃度：5，20，100及び200nglm1の4水準で

検討した．（3）発光基質：現在C3PDが標準的に使用されて

いるが，新しい発光基質のCDP乱躍について適正濃度と

発光特性について検討した．基質濃度は200，400，800

及び1600倍希釈液（メーカー推奨は100倍）に浸漬し露光

開始後30分または1時間毎の発光量を調査し，検討した．

発光特性は，400倍希釈液に浸漬し露光開始後30分間は

15分間毎，その後は1時間毎に15分間及び45分間の発

光量を調査した．（4）リプローブ性：DIG法では，リプローブ

性（フィルターの複数回使用）が劣ることが問題となるので，

検出の終了したフィルターをストリッピング処理（0．2M

NaOH－0．1％SDS　3（lmin）した後，異なるプローブをハイブリ

ダイズさせ，前回ハイブリダイズさせたプローブの有無を確

認した．これらの検討では，サザンハイブリダイゼーション用

のナイロンメンブレンフィルターはPos’s〃vめ，oh曜g8d

（βoεh7’ng87ル毎nnh8珈社）を用い，DNAはイネ（品種名：

∬本臓καsαZα孟h）を制限酵素、8α〃2H1，Bg1π，EooR　V，

研n4111，オpα1，Z加1，EooR1及びゅn1でそれぞれ

切断処理し，これら断片を0．6％アガロースゲル電気泳動に

より分離した後，アルカリ法（0．4MNaOH，12hr）でブロッテ

ィングし，120℃20minで固定した．プローブは，（1）及び

（3）の実験ではイネプローブを濃度20ng／m1でハイブリダイズ

した・発光基質は，（1）及び（2）の実験ではC8PDを200倍希

釈で用いた．

第1表　ρ／α去における検討バッファー

バツフアー名

（ハイブリ温度） 組成

局SDS　Buffer

（42℃）

標準Buffer

（68℃）

5％SSC
2％Bloking　reagent

O．1％Lauroylsarcoskle

7％SDS
50％Fomamid
50mM　Sodiumphosphate　buf琵r

5％SSC
1％Bloking　reagent

O．1％Lauroylsarcos血e

O．02％SDS

　　　　　　H　試験方法

1．ρ〆6法におけるRFLP検出
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　2．オオムギのノンRI検出システム

　ノンRI法として，ECL法及びD∫G法を用いた。ECL法

はRGP（Rio8Gεno7η8Rθs876h　Pmgm醒）で行われている



オオムギのECL法及びDIG法を用いたRFLPの検出

方法4）を，DIG法は前記1．DIG法におけるRFLP検出に

より改善された方法で試験を行った．各法におけるサザンハ

イブリダイゼーションの条件としてフィルターの種類及びブロ

ッティング法について検討した。フィルターは，PO傭ガV⑳

ohα喀θ4，1か加n41v（肋ε溜hα吻社）及び1か加n41v＋（同）

を用い，ブロティング法はアルカリ法及びSSC法（0．25N

HC110min，0．5M　NaOH．1．5M　NaC130min，0．5M　Tris

（pH7．5＞L5M　NaC115min×2，20×SSC　lOmin）を検討

した．これらの検討に用いたDNAは，オオムギ（働他，イネ

（母蒲，κ4so娩h），ダイズ（∠／・兼庄某），コムギ（濃淋61

粉で，それぞれ植物体の成葉よりCTAB法により抽出した．

ハイブリダイゼーション用のフィルター作成は、各種DNAを

制限酵素∫伽4皿，EooR1でそれぞれ切断処理し，これら

の断片を0，6％アガロースゲル電気泳動により分離した．

DNAのアプライ量はオオムギ2．0，5．0，8．Ong！well，イネ

2．0，ダイズ4．0，コムギ2．0，5．0とした．トランスファーはキ

ャピラリー法，固定は120℃20mtnで行った．プローブは，

イネ（CgA），オオムギ（B388）プローブを用い，20ng／m1の

濃度でハイブリダイズした．

　尚，以上の実験は，1996年1から2月に実施した．

3時間位でピークに達するが，α）P謬如7は発光活性化が

早く露光開始後の15分後から発光が強くなり，1～2時間

後からほぼ最高（平衡状態）に達し今回の調査では約7時

間後まで発光量は安定していた（第4図）。

　これらの結果から，α）P乱俳の最適な濃度は露光時間を

約1時問とした場合には約2000倍希釈，約30分した場合

は約1000～1500倍希釈と推定された．（ユ）P－S如7は

C3PDよりも発光開始が早く，強くかつ長時間にわたる発光
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　　　　　　皿結果及び考察
　1．ρ16法におけるRFLP検出

　1）ハイブリダイゼーションバッファー

　標準バッファーでは多少バックの濃淡が出る場合もあるも

ののほぼ安定してシグナルを検出することができた（第1図）．

メーカーの推奨する高SDSバッファーでは，バックの上昇が

著しく，洗浄条件を厳しくし篤安定したシグナルを確認する

ことができなかった．高SDSバッファー法は，ハイブリ温度が

高温でないため操作上は有利であるが，この方法を用いる

ためにはバックの濃度を下げる種々の検討が必要と思われ

た．

　2）プローブ濃度

　プローブ濃度とシグナルの強さ，バックの上昇の度合いを

調査した結果は，シグナルの強さはプローブ濃度が増すに

つれて強くなったが、濃度に比例しなかった．バックは

20ng／m1では低く像は鮮明であったが，100ng／ml以上では

かなり高くなった（第2図）．これらの結果から，プローブ濃度

は20ng／ml前後が適当と考えられた。

　3）発光基質

　CDP－S孟躍の各濃度での露光は，濃度が濃くなるに従いバ

ック，シグナル共に高くなった．今回の結果では，1600倍希

釈液でも露光開始直後の30分間で十分な発光量が得られ，

それより濃い濃度ではバックも著しく高くなった（第3図）。発

光特性は、C3PDは露光開始後2時間より発光が活性化し

鱒

第1図　ρ1θ標準バッファー法におけるRFLP結果

　プローブ：イネCgA，ハイブリ条件：20ng／m1，1／200CSPD，

　露光条件：37℃，3hr，　N：厚禰K：んαsα1αfh．
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第3図　00ρ一5fθ〆の濃度とシグナルの変化

　　　時間は露光開始後からの経過時問（hr：min），（）は累積露光時間．11200はバックの上昇が著しくシグ

　　　ナルを検出することができなかった．

　　　プローブ：イネR2672，ハイブリ条件：発光基質，露光時間以外は第1図と同じ．
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第5図　0姶法におけるリプローブ結果

　　　各フィルターとも前回または前々回C9Aをハイブリダイズし，0．2M　NaOH・0．1％SDSでストリッピング処理．
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　　　　　　　　　　オオムギのECL法及びDIG法を用いたRFLPの検出

　鑓1灘驚　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　標準Buffer
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
標準Buffer3－5m1，68℃，1hr以上　　　　　　　　　　　　　　　5XSSC
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1％Bloking　reagent
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．1％Lauroylsarcos血e
　　　《一一一陶…一・……・一……一・…・繋ローダ（20g／m1）　　　　　　　　0．02％SDS

　　　　　　（100℃，5min）

　灘羅麟獺魏練　　　　　　　　　㈱（オートクレープ）
標準buffer3－10ml，68℃，ovemight　　　　　　　　　　　　　　O，IMMaleicacid
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．15MNaCl
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H20

　撒灘灘　　　　　　　　　　　　　　　　　蹴
洗浄液　室温，5min×2，振猛　　　　　　　　　　　　　　　　2XSSC
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．1％SDS

　辮蒙雛灘

洗浄液　65℃，10min×3，振猛

　鐙鍵擁漁　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Washin　buffer

Washing　buffer室温，2min×2，振猛　　　　　　　　　　　　　　BufOer1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0，3％（wlv）Tween－20

　励G懇β¢麟σ闘　蒲　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Buffer2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－
Buffer2　室温，30min，振猛　　　　　　　　　　　　　　　　　　Bufferl
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1％Bloking　reagent

　棲¢撫巖1㈱驚　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ant卜DIG－AP液

Anti－DIG－AP液　室温，3（lmin，浸漬　　　　　　　　　　　　　　　BufOer2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1／100000Anti－DIG－AP

　洗藻
Washing　buffer室温，15min×2，振猛

　　覆G難雛…o麟3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Buffer3　（フィルター滅菌）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
Buffer3　室温，5min，浸漬　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．1MTris（pH9．5）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0，1MNaC1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50mMMgClz
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HzO

　　騨撫麟1㈱護　　　　　　　　　　　　　　　　　00ρ一5飴〆液
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
〇〇ρ一5ご∂〆液　室温，3－10sec，浸漬　　　　　　　　　　　　　　　　Buffer3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1／2000CDP－S訪α7

　　臨鱒so

370C，　1－2hr

ストリッピング液

0．2MNaOH
O．1％SDS

第6図　0／θ法を用いたRFLP検出プロトコールフロー図
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第7図　ε0乙法におけるフィルターの種類及びブロッティング法の検討結果

DNA：1，2，9，10．イネ（2nglwell），3，11，ダイズ（4），4，12．オオムギ（2），5，13．同（5），6，14．同（8），

7，15．コムギ（2），8，16．同（5），M．λ1伍力副ダイジェストマーカー，　酵素処理：1－8．研力躍，

9・16．忍oo㊧1・　プローブ：イネC9A（点線上），オオムギB388（点線下），20ng！m1．　4hr．expose．

Po51‘ルθケ・h群8θゴ・アルカリ法ブロッティングフィルターは，電気泳動ゲルにエチジウムブロマイドが入

っていたためにややスマイリングを起こしている．
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Po5i診ルθケ6加r8θぜ ∬
． ψoηdN ∬

．
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ρ1θ法におけるフィルターの種類及びブロッティング法の検討結果

標準buf艶r，1／200CSPD，37℃3hr．expose．　各種条件は第7図と同じ、

特性を持っているため，露光時間の長短によりシグナルコン

トロールが容易であり，また短時間露光による実験時間の能

率化を図ることも可能と考えられた．さらに，オオムギなどゲノ

ムサイズが大きくシグナルの弱い植物でもRFLP検出が有

効と思われた。

　4）リプローブ性
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　リプロービングの結果では，異なったプローブをハイブリダ

イズした場合，前回のゴーストバンドが極めてわずかながら

検出されたが，実用上は問題ないと考えられた（第5図）．

今回の実験では3回までの使用が確認されたが，フィルター

の耐用回数がどれ位なのか，また，使用を重ねた場合にこの

ゴーストバンドシグナルの強さがどの様になるかは不明であ

った．

　以上の結果から、DIG法を用いたRFLP検出法のプロト

コールフロー図を第6図の通り作成した．

　2．オオムギのノンRl検出システム

　1）EC乙法

　DNAの吸着は，フィルターでは劫ソ加n4N＋＞Posi漉eか

oh醐g躍＞＞珈わon41Vの順で，ブロティング法では，

砺加n41〉＋を除いて，アルカリ法＞SSC法の順であった．

RFLPバンドのシャープさではアルカリ法＞＞SSC法であっ

た．（第7図）．

　ECZ法におけるオオムギのRFLP検出結果では，今回用

いたオオムギ及びイネプローブではシグナルを十分確認す

ることができた．

　2）P1σ法

　今回の結果では，劫ノ加n4ノ〉＋はいずれのブロッティング

法でもバックの上昇が著しくシグナルの検出は困難であった

（第8図）．バックの上昇の程度はPosihvely　chargedではや

や高く，砺加n41vはほとんどバックの上昇が見られなかっ

た．DNAの吸着，バンドのシャープさはECL法と同様で，

フィルターではPos∫〃vθかoh醐g84＞＞∫かわoπ4N，ブロティ

ング法ではアルカリ法＞＞SSC法の順であった（第8図）．

各条件におけるストリッピング状況はいずれも良好であり，リ

プローブは可能と考えられた．

　DIG法でのオオムギのRFLP検出結果は良好で，特にオ

オムギプローブをハイブリダイズした場合にはECL法に比べ

てシグナルも強く，検出バンド数も多かった．

　以上の結果から，1必L法においてはフィルターは

めわon4　N＋でアルカリブロティング法が最も良く，Pos鵡veか

ohα喀ε4でアルカリブロッティング法が準じた．同様に那G

法ではポジティブチャージでアルカリ法が良いと考えられた．

さらに，RFLP分析をECL法と．DIG法で行うなう場合には，

Poぶif∫v81y　6h俳ge4を用いてアルカリ法でブロティングし，サ

ザンハイブリダイゼーション用フィルターを作成すれば，1っ

のフィルターで両方法により検出ができると考えられた．

　また，今回の結果より，ゲノムサイズの大きいオオムギでも

ECZ，法やDIG法などのノンRI法によりRFLP分析が十分

可能なことが明らかになった。

　3．50乙法と餌G法の検出感度の違い

　オオムギのノンRI検出システムにおいて，ECL法と加G

法の結果で，Pos∫〃veかo加εgε4，砺加n4Nフィルターで

のシグナルの検出感度を比較した場合，ECL法ではややス

メア状にシグナルが検出されているのに対し，1）1G法ではク

リアことなどから，DIG法の方が特異性が上がる条件にもか

かわらず，検出されるバンドの数及びシグナルの強さはDIC

法の方が上回っていた．このことから，検出感度は加G法の

方が高いと考えられ，また，D灯法においては洗浄等の条

件によって特異性の強弱を変えることによりシグナルコントロ

ールもできると推定された．
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オオムギのβα1法及び〃1畠法を用いたRFLPの検出
五月女敏範・小山内英一＊・長村吉晃＊＊
摘要：オオムギのRFLP分析において，非放射性検出法である万OZ法及び〃∫6法の確立を目的
に，RFLP検出条件を検討した．〃16法では，始めに，イネDNA及び同プローブを用いてハイブ
リダイゼーションバッファー，プローブ濃度，発光基質など基礎条件について検討した．結果
は，標準バッファーを用いることにより，ほぼ安定してシグナルを検出することができ，プ
ローブ濃度は20ng／mlが適当であった．発光基質の0〃
5飴■は05〃より発光開始時間が早く，
シグナルも強い発光特性を持つことが確認された。0汐P−5砲■の最適濃度は露光時間を約1時
間とした場合に約2000倍希釈と推定された．万6Z法及び〃∫6法によるRFLP検出条件は，オオム
ギ他主作物DNAとイネ及びオオムギプローブを用いて，フィルターの種類とブロッティング
法について検討した．結果は，いずれの方法でもアルカリブロッティング法が良く，フィル
ターは万α1法では五ヶ汐・甜〃チが最も良く，P・5f‘1vθ〃o加■8θゴがこれに準じた．〃∫6法では，
P・51‘1vθ170加■8θゴが良好で，砂力・η4〃チは不適であった．検出感度は，〃∫6法の方が高く優
っていた．また，今回の結果から，ゲノムサイズの大きいオオムギでもEO∠法や〃∫鐸去など非
放射性検出法によるRFLP分析が十分可能なことが明らかとなった．
キーワード　　オオムギ，86Z法，〃∫6法，RFLP
Detection　of　RFLP　by　Non−Radioactive　LabeIing　System，
　　　　ECL　and　D，G，on　Barley　Genomic　DNA
Toshinori　SoToME，Ei−ichi　OsANAI，Yoshiakj　NAGAMuRA
Summary3The　detectable　condition　of　RFLP　by　non−radioactive　nucleic　acid　labeling　methods，
ECL一釧s陀η2and　DIG一型s∫e規，were　investigated　fbr　RFLP　analysis　of　barley．In　D∫G一型s陀η2，
hybridization　buff◎r，probe　concen甘ation　and　luminescent　substrate　were　examined　using　rice　genomic
DNA　and　the　probe　of　rice．The　luminescent　signals　were　stably　detected　by　use　of　the　standard
buf艶r　for1）1G剛s∫εη2，in　witch　the　optimum　probe　concentration　was20ng／m1．The　luminescent
reaction　was　earlier　and　the　signals　were　stronger，ushlg　a　new　hminescent　substrate，α）P−3’α7，than
C8PD．The　suitable　concent■ation　of　CDP省砂7was　est�qate（1approx�qately2000t�qes　dilution　fbr
one　hour　exposure，
　　Nature　of　m�pbrane　filter　an（1the　blotting　methods飴r　detecttng　RFLP　by　ECL剛s1ε溺an（1
DIG一型s診e〃2were　tested　using　barley　genomic　DNA　and　the　probe　of　rice　or　barley、Alkaline−blotting
methods　showe（1better　results　than　SSC−blotting　fbr　the　both　detective　syst�ps，In　ECL運y3’e’η，the
Hybond　N＋m�pbrane　was　most　approphate　for出e　detection　and　the　positively　charged　membrane
was　next　to　that．On　the　other　han（1in1）1G一卿s陀規，the　positively　chargcd　membrane　was　suitable　fbr
the　detection．And　the　Hyb）nd　N＋membrane　was　inappropriate，in　which　the　backgromd　was　too
over　to　detect　polymorphic　bands．DIG一ξys陀η2was　superior　to　ECL一理s膨溺in　sensitivity．The
detection　of　RFLP　by　nol1−radioactive　nucleic　acid　labeling　methods，such　as　ECL一芝卿e溺and
1）1（3一哩ys’e溺，were　enough　possible　even　on　barley　with　large　genome　size　than　rice，
Key　words　l　barley，EσL一茂ys∫ε〃2，D／G逐ys∫8η2，RFLP
＊キリンビール（株）ビール醸造研究所，＊＊農林水産省農業生物資源研究所
（1997．81受理）
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