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要 旨

加工処理条件がコンプのDNAに与える影響を調べるため，PCR増幅性試験による評価を行った。ボイル処

理30分間以上では，PCR産物の増幅量が減少し，121℃，15分間の高温高圧処理では，PCR産物が確認でき

ないことから，DNAの熱分解が考えられた。また，酢酸浸漬処理試料についても，PCR産物を確認すること

ができなかった。そこでPCR増幅が困難な試料についてnested PCRを行った結果，全ての試料について0．2

kbp以下のサイズでの増幅が可能であった。これらの結果から，高圧滅菌や酸処理などのDNAの分解の影響

が大きい加工処理が施された製品では，0．2kbp以下での識別手法を開発する必要がある。

1．はじめに

道南地域において，コンプ類は重要な水産資源

のひとっであり，干し昆布，ボイル塩蔵昆布，昆

布巻など加工品の種類の多い海藻類である。しか

しながら，加工品の多くは，細断，粉砕などの処

理が施されているため，最終製品の外観から原料

コンプの種類や産地を識別することは困難であり，

差別化，ブランド化を確立する上で障害となって

いる。

近年，食品原料の種や産地を識別する手法につ

いて多くの報告があり1）、2），そのひとっにDNA解

析による識別法が挙げられる。DNA解析には，塩

基配列を解読するシーケンシング法，ランダムプ

ライマーによるPCR増幅産物の差異を電気泳動で

検出するRAPD法，PCR増幅産物を制限酵素処理後

に電気泳動で検出するCAPS法など多くの方法が開

発されているが，そのほとんどが遺伝子増幅法で

あるPCRを利用することを基本としている3）、L4）。

しかしながら，加工食品では，PCRによるDNAの増
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幅が見られない場合も多く，その要因として，加

熱や調味といった加工処理による試料中のDNAの

分解やDNA合成酵素の阻害などが考えられている

が，これらに関して研究された報告は少ない。5）

そこで，本試験では，コンプ加工品へのDNA解

析の利用を目的に，加工処理の施されたコンプか

ら抽出したDNAについて，PCRによるDNAの増幅性

試験を行った。

2．実験方法

2．1加熱試料の調製

供試試料は，2005年8月に函館市根崎町の沿岸

で採集された生のマコンブを用いた。約10cm角に

カットした後，沸騰水浴中で30分間および60分間

ボイルした試料，レトルト製品のモデルとして，

オートクレーブにより，121℃で15分間の処理を

行った試料をそれぞれ作製した。また，生コンプ

加工品として，1分間のボイル後冷却し，試料重

量に対し40％のNaClを添加し，4℃で24時間保存
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して作製したボイル塩蔵コンプを試料として用い

た。

2．2　加工試料の調製

コンプ加工品の中で加工工程の多い昆布巻をモ

デル試料とし，原料である乾燥コンプの他，乾燥

コンプを1％酢酸溶液に数秒間浸漬し，液切りし

て4℃で一昼夜保管したあんじょう工程試料およ

びあんじょう工程試料を90分間ボイルし，さらに

沸騰調味液中で90分間の加熱後に耐熱性フイルム

に入れ，90℃で60分間の加熱殺菌処理により作製

された昆布巻き（最終製品）を試料とした。

2．3　DNAの抽出および精製

各試料を液体窒素で凍結後，シェイクマスター

イージーBMS－12EA（（株）バイオメディカルサイ

エンス）を用いて凍結粉砕した。粉砕試料1gから，

DNA抽出装置であるQuickGene－800（富士写真フイ

ルム㈱）とDNA抽出キットであるQuickGene DNA

tissue kit Sを用いてtotal DNAの抽出を行った。

得られたtotal DNA溶液は，DNA精製キットである

GENECLEAN SPIN KIT（Qbiogene社）を用いて精製

を行った。

2．4　PCRによる増幅性試験

各試料から抽出および精製したtotal DNAをそ

れぞれ鋳型とし，PCRによりミトコンドリアDNAの

部分配列を増幅した。DNA polymeraseには，KOD

Dash（東洋紡績（株））を用い，サーマルサイク

ラーには，Chromo4リアルタイムPCR解析システム

（日本バイオ・ラッドラボラトリーズ（株））を用

いた。プライマーには，増幅産物のサイズが0．2

kbp，0．6kbp，1．Okbp，1．5kbpとなるよう設計し

た4組のプライマーペア，LjF1－LjRl，LjF2－LjR2，

LjF2▼LjR3，LjF3－LjR3をそれぞれ用いた（図1）。

PCRの反応条件は，94℃で3分のプレヒート後，94

℃で30秒，各プライマーに適したアニーリング温

度（59．4または69℃）で30秒，72℃で30秒を30サ

イクル行い，最後に72℃7分の伸長反応を行った。

PCRによる増幅産物の確認は，LjF1－LjRlを3％，

その他のプライマーペア（LjF2－LjR2，LjF2－LjR3，

LjF3－LjR3）を1．5％のアガロースゲルで電気泳動

後，エチジウムブロマイドで染色して行った。

－6日一・
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：　　　　　　　こ

ト　　■URI LjF2ト　　　　　　　　■UR2
ミトコンドリアDNA

図1　プライマーの位置と増幅産物のサイズ

2．5　nested PCRによる増幅性試験

PCR増幅性試験により増幅産物が確認できなかっ

た試料について，neSted PCRによる増幅性試験を

行った。neSted PCRとは、図2に示すように、外

側のプライマーペアで増幅される標的配列の内側

に第2のプライマーを設計し、第1のPCRで増えた

生成物を新たな鋳型とした第2のPCRを行う方法で

あり、この第2の反応をnested PCRという。neSted

PCRでは、第1のPCRでわずかに増えた生成物を鋳

型にさらに増幅することができるため、PCRのみ

では鋳型となるDNA量が少なく増幅が困難な試料

に対して有効な方法と言われている。
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：

noStOdPCRプライマー
Ll■コ■＞

■
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■
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二

第1PCRプライマー

図2　nested PCRの原理

そこで，ミトコンドリアDNA上に増幅サイズが

約2．Okbpとなるよう設計したプライマーペアLjFO－

LjROによるPCRを行った後，PCR反応液1plを鋳型

にLjF2－LjR3，LjF3rLjR3の2組を用いてnested

PCRを行った。また，LjFO－LjROでのnested PCRに

よる増幅が困難な試料については，LjFOpLjR4ま

たはLjFLLjRlによるPCRを行い，それぞれの反応

液を鋳型としてLjF1－LjRlおよびLjFIpLjR5による

nested PCRを行った（図3）。PCRおよびnested

PCRには，KOD DashとChromo4リアルタイムPCR解

析システムを使用し，25〟1の反応系にて行った。

PCRの条件は，94℃で3分のプレヒート後，94℃で



30秒，59．4℃で30秒，72℃で30秒を30サイクル行っ

た後，72℃で7分の反応を行った。neSted PCRの

条件は，PCR条件のアニーリング温度のみ各プラ

イマーペアに適した温度に変更し，1．5％あるい

は3％のアガロースゲルで電気泳動後，エチジウ

ムブロマイド染色により増幅産物を確認した。

1．5kbp

UF3ト
0．2kbp
こ　　　　　　：

UFlト　　■URI L」F2ト　　　　　　　　　　　　　■UR3

ミトコンドリアDNA

FOト　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■URO

UFOト　　　　　　■UR4
2．0叫

0．5kbp

UFlト　　■LjR5
：　　　　　：

図3　nested PCRにおけるプライマーの位置と

増幅産物のサイズ

3．結果と考察

3．1PCR増幅性における加熱の影響

加熱試料およびボイル塩蔵コンプにおけるPCR

増幅性試験の結果を図4に示した。未加熱試料で

は，LjF1－LjRl，LjF2－LjR2，LjF2－LjR3およびLjF

3－LjR3の全てのプライマーペアで，目的としたサ

イズである0．2kbp，0．6kbp，1．Okbp，1．5kbpの増

幅産物が確認された。また，ボイル塩蔵コンプに

ついても，未加熱試料と同様，全てのサイズにお

いて増幅が確認された。これら2試料は，エチジ

ウムブロマイド染色から推定される増幅量につい

てもほとんど変化が見られなかったことから，ボ

イル塩蔵コンプについては，DNAの損傷やPCR反応

の阻害は起こらず，長い領域についてDNA解析が

可能であることが分かった。

加熱試料のうち，ボイル30分間の加熱処理試料

では，0．2kbpの増幅で未加熱試料と同程度の増幅

が確認されたものの，0．6kbpおよび1．Okbpの増幅

では，増幅量が減少していることが確認され，

1．5kbpの増幅については，増幅産物を確認するこ

とができなかった。一方，加熱時問を60分間に延

長した試料では，30分間のものと比較すると，

0．2kbp，0．6kpおよび1．Okbpにおいて増幅量の減

少が確認された。1．5kbpを増幅した場合，ボイル

30分試料と同様，増幅産物を確認することができ

なかった。レトルト製品を想定して行った121℃，

15分間の加熱試料では，使用した全てのプライマー
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ペアで増幅産物を確認することができなかった。

この要因として，長時間の加熱によりDNAの断片

化が進んでいるものと考えられた。また，1210C－

15分間の処理では，0．2kbpの増幅産物も確認でき

なかったことから，DNAの分解は，より激しいこ

とが分かった。

これらの結果から，コンプ加工品についてDNA

解析を行う場合，高温・長時間の加熱工程を含む

加工品に対しては，長い領域についてDNA解析を

行うことは困難であると考えられた。

A B

図4　加熱処理におけるPCR増幅性

A：LjFl－LjRl（0．2kbp），B：LjF2－LjR2（0．6kbp），

C：LjF2－LjR3（1．Okbp），D：LjF3－LjR3（1．5kbp）
M：分子量マーカー（A：20bpladder，B～D：
200bpladder），l：加熱未処理，2：ボイル30分
間，3：ボイル60分間，4：121℃15分間，5：ボ
イル塩蔵（ボイル1分間）

3．2　PCR増幅性における加工処理の影響

コンプ加工品のモデルとして選択した昆布巻に

関し，原料，あんじょう工程試料および最終製品

について増幅性試験を行った結果を図5に示した。

原料である乾燥マコンブは，LjFLLjRl，LjF2－

LjR2，LjF2－LjR3，LjF3－LjR3の全てのプライマー

ペアで，0．2kbp，0．6kbp，1．Okbp，1．5kbpの増幅

産物が確認された。しかし，あんじょう工程試料

および最終製品試料かでは，全てのプライマーペ

アで増幅産物を確認することができなかった。

その要因として，あんじょう工程試料について

は加熱処理が行われていないにもかかわらず，

DNAの増幅が確認されなかったことから，DNAの
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分解には酢酸が大きく影響していることが分かっ

た。また，最終製品までには，ボイルおよび調味

煮込み，殺菌工程として90℃以上の加熱が合計24

0分間行われており，すでに行った加熱試料にお

ける増幅性試験の結果と同様，DNAの熱分解も進

んでいるものと考えられた。

図5　加工処理におけるPCR増幅性

A：LjF1－LjRl（0．2kbp），B：LjF2－LjR2（0．6kbp），
C：LjF2－LjR3（1．Okbp），D：LjF3－LjR3（1．5kbp）
M：分子量マーカー（A：20bpladder，B～D：
200bp fadder），1：乾燥コンプ，2：あんじょう
工程，3：コンプ巻き（最終製品）

3．3　nested PCRによるコンプ加工品のDNA解析の

可能性

そこで，増幅困難であった試料に対し，微量の

DNAを増幅する方法であるnested PCRにより，さ

らに詳細なDNAの分解程度を調べ，DNA解析の可能

性について検討を行った。PCRでの増幅が困難な

ボイル30分，ボイル60分，121℃－15分，昆布巻き

あんじょう工程試料，昆布巻き最終製品について，

プライマ「ペアLjFO．LjRO（2．Okbp）を用いたPCR

後，LjF3－LjR3およびLjF2－LjR3によるnested PCR

を行った結果を図6に示した。ボイル30分および

60分では，それぞれ1．5kbpと1．Okbpの増幅産物が

確認された。あんじょう工程試料についても，わ

ずかながら増幅が認められた。しかし，121℃－15
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分および昆布巻き最終製品については，どちらの

増幅産物も確認することはできなかった。この結

果から，121Oc－15分，あんじょう工程および殺菌

工程試料では，鋳型となるDNAが2．Okbp以下のサ

イズに分解されていると考えられた。

A B

A

B

C

M

図6　nested PCRによる増幅性試験

LjFO－LjROとLjF3－LjR3によるnested PCR，
LjFO－LjROとLjF3－LjR3によるnested PCR，

LjF2－LjR3（1．Okbp），D：LjF3－LjR3（1，5kbp）
分子量マーカー（20bpladder），1：ボイル30

分間，2：ボイル60分間，3：121Oc－15分間，4：
あんじょう工程，5コンプ巻き（最終製品）

そこで，増幅困難な3試料（121℃－15分，あん

じょう工程，昆布巻き最終製品）について，プラ

イマーペアLjFO－LjR4により約0．5kbpの領域を増

幅した後，LjFl－LjRl（約0．2kbp）によるnested

PCRを行い，結果を図7－Aに示した。あんじょう

工程と最終製品では，目的の増幅産物が認められ

たものの，121Oc－15分については確認できなかっ

た。この結果から，121℃で15分間の加熱による

鋳型DNAは，酢酸や昆布巻製品よりも分解が進ん

でおり，0．5kbpのサイズ以Fに断片化しているも

のと考えられた。

1210C－15分処理試料についてさらに短い領域を

増幅するため，LjFトLjRl（0．2kbp）での増幅し，

LjF1－LjR5（0．18kbp）によるnestedPCRを行った。

その結果，1210C－15分で処理した試料についても

増幅産物が確認できたことから，0．2kbp程度のDN

Aは残存していることが確認された（図7▼B）。．

これらの結果から，コンプ加工品のDNA解析によ

る種や産地の識別を考えた場合，特に高圧滅菌や

酸処理などのDNAの分解の影響が大きいと思われ

る加工品では，0．2kbp以下の短い領域での識別手

法を開発することが必要である。また，おぼろ昆

布やとろろ昆布といった加工品についても酢酸浸

潰工程を含んでおり，DNAの分解が進んでいるも

のと考えられるため，これらの詳細な分析が今後

の課題である。



図7　nested PCRによる0．2kbp以下での増幅性試験

A：LjFO－LjR4とLjFITLjRlによるnested PCR，B：
LjFl－LjRlとLjFl－LjRlによるnested PCR，M：分
子量マーカー（20bpIadder），1：121℃715分間，
2：あんじょう工程，3：昆布巻き（最終製品）
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