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要 旨

ミトコンドリアDNA（mtDNA）分析によるガゴメの判別技術を開発するため，産地の異なるガゴメ2個

体のmtDNA全塩基配列（37，569bp及び37，625bp）を決定した。得られた塩基配列情報を基に，CAPS法で

利用可能なマーカーを探索した結果，23S rRNA遺伝子領域，NAD2遺伝子領域，NAD5遺伝子領域の3遺

伝子領域内に候補となる5箇所の配列が見出された。コンプ類11種（ガゴメ，マコンブ，ホソメコンプ，

リシリコンブ，オニコンプ，ミツイシコンプ，ナガコンプ，ガッガラコンプ，チヂミコンプ，トロロコン

プ，スジメ）を用いてCAPS法を検討した結果，3遺伝子領域の全てでガゴメを識別することが可能であっ

た。また，NAD2遺伝子領域には，チヂミコンプを識別できるマーカーも含まれていることが確認できた。

複数箇所を判別に利用することで，高精度なガゴメ判別技術が開発できると考えており，今後，各種個体

数を増やし，判別精度の評価を行う予定である。

1．はじめに

ガゴメ（桝肋〟〃ねJJαCrα∫ゆJfd）は，函館地

域沿岸で水揚げされるコンプ類のひとっであり，

その特徴として雲紋状の凹凸を表面に持ち，粘性

多糖のフコイダンを多く含んでいる。近年，フコ

イダンの様々な機能性について明らかにされてお

り1）、2），健康機能を有する海藻として注目されて

いる。現在，函館地域では安定供給に向けた種苗

生産や海中栽培などが行われ，素干し製品の他，

細切りや粉末化された製品も多く生産されている。

しかしながら，多くのガゴメ製品では，乾燥・

細断・粉砕処理により形態的特徴が失われており，

また，加工・貯蔵時の温度・湿度条件により粘性

の減少も見られることから，他のコンプ類と区別

することが困難な場合が多い。そのため，ガゴメ
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を識別する技術が求められている。

近年，様々な食品原料についてDNA分析によ

る種判別技術が開発されている3）・4）。特にmtDNA

は，核や葉緑体のDNAに比べて変異速度が速く

種間で異なる塩基配列を見出しやすいことから種

判別の多くに利用されている5）・6）。

当センターでは，これまでにコンプ類のmtDNA

としてコンプ属7種（マコンブ，ホソメコンプ，

リシリコンブ，オニコンプ，ミツイシコンプ，ナ

ガコンプ，ガッガラコンプ）に関する塩基配列情

報を取得してきたが，その他のコンプ類について

は外部機関を含め情報が乏しいのが現状である。

そこで本研究では，ガゴメの判別技術の開発を

目的に，ガゴメのmtDNAを分析し，塩基配列情

報からCleaved Amplified Polymorphic Sequence
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（CAPS）マーカーの探索とCAPS法を利用した簡

易識別法7）I8）について検討した。

2．実験方法

2．1実験試料

ガゴメは，函館市の根崎町及び新港町のそれぞ

れで採集された1個体を用いた。また，その他の

コンプ類試料として，コンプ属8種（マコンブ，

ホソメコンプ，リシリコンブ，オニコンプ，ミツ

イシコンプ，ナガコンプ，ガッガラコンプ，チヂ

ミコンプ），トロロコンプ属1種（トロロコンプ）

及びスジメ属1種（スジメ）の各1個体を用いた

（表1）。各試料を約5mm角に締切し，0．125M EDTA

溶液（pH8．0）で2回洗浄した後，液体窒素及びシェ

イクマスターイージーBMS－12EA（株式会社バイ

オメディカルサイエンス）を用いた凍結粉砕を行っ

た。粉砕後の試料は，DNAの抽出に使用するま

での問，一80℃で保存した。

表1　試料に用いたコンプ類

試 斗　　　採 採 地　状
ガゴメ
マコンブ

ホソメコンブ

リシリコンブ
オニコンブ
ナガコンプ
ミツイシコンプ
ガッガラコンプ
チヂミコンプ
トロロコンプ

スジメ

2007年　　函館市　乾燥
2007年　　函館市　乾燥
2007年　　松前町　乾燥
2007年　　利尻町　乾燥
2007年　　羅臼町　乾燥
2004年　　根室市　乾燥
2007年　　浦川町　乾燥
2003年　　根室市　生
2006年　　利尻町　生
2006年　　根室市　乾燥
2006年　　　函館市　生

2．2　DNAの抽出および精製

約0．1gの凍結粉砕試料を用いて，DNA抽出キッ

トであるNucleonPhytoPurePlantandfungalDNA

extraction kit（Amersham Biosciences）によりtotal

DNAの抽出を行った。さらにDNA精製キットで

あるGENECLEAN SPIN KIT（Qbiogene）を用い

て精製したものをtotalDNA溶液とした。

2．3　ガゴメmtDNAの塩基配列分析

2．3．1PCR法によるmtDNAの増幅

ガゴメから抽出・精製したtotal DNA溶液を用

い，PCR法によりmtDNAを増幅した。使用した

プライマーは，公共データベースGeneBankに登

録されているLaminaria digitata9）のmtDNA塩基配

－2－

列（Accession No．NCOO4024）を参考に，ガゴメ

mtDNA全長を約0．5－2．Okbpの大きさに分割して増

幅できるよう設計した。DNA polymeraseはKOD

Dash（東洋紡績株式会社），サーマルサイクラ一

にはGeneAmpPCRSystem9600（PEBiosystems）

を用いた。PCR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（50－65℃）で2秒，72℃で30秒を35サイ

クル行い，最後に72℃で7分の伸長反応で行った。

増幅断片の確認は，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。

2．3．2　mtDNAの塩基配列分析

PCR法により得られた各増幅断片について，

BigDye Terminator v3．1Cycle Sequencing Kit

（Applied Biosystems）を用いたシーケンス反応を

行った後，AppliedBiosystems3130ジェネティッ

クアナライザ（Applied Biosystems）を用いたダ

イレクトシーケンス法により塩基配列に解読を行っ

た。プライマーはPCR増幅と同様，エdなおねの

mtDNA塩基配列を参考に設計した。解読後の各

塩基配列をシーケンスアッセンブリソフトウェア

ATGC ver．4．0．10（株式会社ジェネティクス）を

用いて連結し，mtDNAの全塩基配列を決定した。

また，ガゴメ2個体と上．萌画地のmtDNAの比較

には，多重整列ソフ十ウェアであるCLUSTAL W

を用いた。

2．4　CAPS法

CAPS法は，PCR法により増幅したDNA断片を

制限酵素処理し，切断パターンから配列の違いを

検出する方法である。DNAシーケンサー等の高

価な装置を用いなくても精度の高い結果を得られ

る利点があることから，簡易識別法としての検討

を行った。

ガゴメを識別可能なCAPSマーカーを探索する

ため，コンプ属7種（マコンブ，ホソメコンプ，

リシリコンブ，オニコンプ，ミツイシコンプ，ナ

ガコンプ，ガッガラコンプ）とガゴメのmtDNA

の塩基配列情報を基に，NEBcutter V2．0（NEW

ENGLAND BioLabs）を用いてガゴメmtDNAのみ

が切断される制限酵素認識配列の検索を行った。

また，実際にCAPS法を行うため，23S rRNA遺

伝子，NAD2遺伝子，NAD5遺伝子の3遺伝子領域を
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選択し，制限酵素認識配列を挟み，且っコンプ属7

種とガゴメで共通な配列からユニバーサルプライ

マーをそれぞれ設計した（図1，表2）。試料には，

上記以外のコンプ類3種（チヂミコンプ，トロロ

コンプ，スジメ）を加えた計11種について行った。

CAPS法で行なうPCR条件は，前述と同様のDNA

polymeraseとサーマルサイクラーを使用し，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（50－58℃）で2秒，72

℃で30秒を35サイクル行い，最後に72℃で7分の

伸長反応で行った。PCR反応後，1．5％アガロー

スゲル電気泳動により増幅を確認し，制限酵素処

理を行った。酵素反応は全て37℃，1時間で行い，

反応終了後に1．5％または3％アガロースゲル電気

泳動により増幅断片の切断パターンを確認した。

3．結果と考察

3．1ガゴメmtDNAの全塩基配列の解読

根崎町及び新港町で採取したガゴメのmtDNA

は，それぞれ37，569bp及び37，625bpの環状DNAで

仙

23SrRNA遺伝子　　　　　Pstl

23SF

1　　　　　　　820　　　　954－955

NAD2遺伝子　　　　　　　　Scal Dral

1，343　　2，714

（bp）

1　　　　　　　　　　　82　191－192

NAD5遺伝子　　　　　　EcoT141 Pstl

506－507　556　1，491

（bp）

1　　　　　　1，3031，388－1，389　　1．573－1．574 1，791　1，986

（bp）

図1ユニバーサルプライマーと制限酵素切断箇所の位置

ト：プライマー、　▼：制限酵素認識配列

表2　ユパーサルプライマー配列

ライマー配列（5㌧3’）　　　　　アニーリン
23SF AGAGCACTGTGTAAGCAAG

23SR TAGGGACCGTTTTAAATC

nad2F TTATTACATGGTAGHlHTAGGGG

nad2R GCACCAAACAAAAAAAAAATAGA
nad5F TCTATACGGCTTTTAGCTTT

nad5R CTAAACTTTCAATAAGACCACG

ガゴメ（37，569－37，625bp）

≦
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Ld妙おお（38，007h））　　　「だF㌣！
★仙i！咄14

せ

図2　ガゴメ（内側）とL Lhbitata（外側）のmtDNAの遺伝子地図

準錦紗：リボゾームRNA遺伝子、『『◆：タンパク遺伝子、一一→：転移RNA遺伝子、▲：欠失している未同定コード領域

一3－
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あった。近縁種L．digitataのmtDNA（38，007bp）

との比較の結果，ゲノム構成及び未同定コード領

域の0研57を除く66個の遺伝子は高度に保存され

ていることが確認された（図2，表3）。また，ガ

ゴメ2個体問での比較の結果，非コード領域のひ

とつにおいて57塩基の欠失・挿入による変異が確

認された（図3）。遺伝子として機能する塩基配列

が含まれていない非コード領域では，変異が蓄積

されやすいことが知られており，ガゴメmtDNA

においても同様の傾向であることが確認された。

この結果から，非コード領域には個体差による

種内変異が含まれる可能性が高いと考えられたた

め，CAPS法による簡易識別法の開発ではコード

領域内を対象に検討することとした。

表3　ガゴメとL o短／ねtaとのmtDNAの比較

サイズ（bp）
リボソームRNA遺伝子3（rnL川S rr†1引

転移RNA遺伝子25
リポソームタンパクサブユニット

サブユニット小11（仰S2一イ　rpざ7，rp58．rp∫70－74　rp三
サブユニット大6（叫2．rp／5．rp／6．rJ〕／74．rp／76．rp／37
NADH脱水素酵素サブユニット10（nadト7．nad9　皿d

アポチトクロームbl（COb）
チトクロームC酸化酵素サブユニット3（C（〕X1，C。X2．coメ

ATPaseサブユニット3（∂申6．8！p8　∂申9）
その他の遺伝子1（！∂JC）
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J〔　汀e J

r dd　巨f　～　＼

し〕ヨヨーIF」と

rJ1ブ　rne tJ

聖
3
8
・

。
＝
…
…
＋
還
管

＿＿＿捏先町　　　　　斬湊町＿

37．569　37．625　　37，569　37】625

・
…
＋
＝
抑
州
誓
6
6

十
…
…
抑
州
誓
6
6

図3　ガゴメの非コード領域内に見られた欠失・挿入箇所

gagomeTS：新港町産ガゴメ、gagOme＿N：根崎町産ガゴメ

3．2　CAPS法によるガゴメの識別

ガゴメを識別可能なCAPSマーカーを探索した

結果，23S rRNA遺伝子領域内にPstI，NAD2遺伝

子領域内にDral及びScaI，NAD5遺伝子領域内にE

coT14Ⅰ及びPstIで切断可能な配列が見出された

（図4．1－図4．3）。そこで，コンプ属7種及びガゴメ

の3遺伝子領域内の共通配列から設計したユニバー

サルプライマーを用い，チヂミコンプ，トロロコ

ンプ，スジメを含めた計11種のコンプ類について

PCR増幅を行ったところ，全ての種において，そ

れぞれ予想された523bp，476bp，490bpの大きさ

の増幅断片が確認された。本研究ではコンプ属13

種中8種を用いたが，本ユニバーサルプライマー

でコンプ属以外のトロロコンプ属とスジメ属（ス

－4

makonbu
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rlshlrl

Onl

mitsuishi　：

naga

gaggara

gagOme

Ps“

図4．123SrRNA遺伝子領域内におけるガゴメCAPSマー
カーの探索
23S rRNA遺伝子領域内のPstLの認識配列（CTGCAG）
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nagd
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図4．2　NAD2遺伝子領域内におけるガゴメCAPSマーカー

の探索

NAD2遺伝子領域内のScalの認識配列（AGTACT）と

DraIの認識配列（TTTAAA）
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図4．3　NAD5遺伝子領域内におけるガゴメCAPSマーカー

の探索

NAD5遺伝子領域内のEcoT141の認識配列（CCATGG）

とPstlの認識配列（CTGCAG）



ジメ）についても標的配列の増幅が認められたこ

とから，8種以外のコンプ属についても利用でき

る可能性が高いと考えられた。

コンプ類11種の増幅断片を制限酵素処理した結

果，NAD2遺伝子－ScaIを除く全ての組み合わせで

ガゴメのみ切断されることが確認された（図5A－D）。

NAD2遺伝子－ScaIの組み合わせではチヂミコンプ

でも切断が確認されたが，ガゴメと異なる箇所で

切断されており，電気泳動パターンから2種を同

時に識別できることが分かった（図5B）。

（A）
M1　2　3　4　5　6　7　8　91011

（B）
M1　2　3　4　5　6　7　8　91011

（C）
M1　2　3　4　5　6　7　8　91011

図5　CAPS法によるガゴメの簡易判別結果
A：23S rRNA遺伝子領域をPstlで切断、B：NAD2遺伝
子領域をScalで切断、C：NAD2遺伝子領域をDraJで切断、
D：NAD5遺伝子領域をEcoT141とPstlで切断、M：分子
量マーカー、1：マコンブ、2：ホソメコンプ、3：リシ

リコンブ、4：オ二コンプ、5：ミツイシコンプ、6：ナ

ガコンプ、7：ガッガラコンプ、8：トロロコンプ、9：

チヂミコンプ、10：ガゴメ、11：スジメ

－5【
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本研究において，ガゴメを識別可能な5箇所の

CAPSマーカーを見出すことができたが，試料に

用いたコンプ類11種は各1個体であるため，今後，

それぞれの種について個体数を増やし，判別精度

の評価を行う予定である。全ての箇所でガゴメを

個体差なく識別できた場合，1箇所のみでガゴメ

の識別は可能となる。しかしながら，分析できる

個体数には限界があり，個体差がないことを確認

することは困難であるため，複数のCAPSマーカー

を利用することにより，精度の高いガゴメ判別技

術が開発できると考えている。

本研究の一部は文部科学省都市エリア事業発展

型で実施致しました。
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