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国産魚介類の DNAデータの集積及び登録について 
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要約 

 

 FAMIC ではこれまで 200 種以上の魚介類試料の DNA データを収集し、名称や産地表示の真正

性の確認に活用している。新たに国産の食用魚介類 19 種の試料を収集し、ミトコンドリア DNA

の特定遺伝子領域の一部の塩基配列を決定し、塩基配列データの集積及び国際的な塩基配列デー

タベースへの登録を行った。 

 

1. はじめに 

一般向けに販売される食品は、食品表示法（平成 25 年法律第 70 号）に基づく食品表示基準（平

成 27 年内閣府令第 10 号）において、生鮮食品にあっては「名称」及び「原産地」を、加工食品

にあっては「名称」、「原材料名」等を表示することが義務付けられている 1）。魚介類の「名称」

の表示は、「魚介類の名称のガイドライン」が示され、標準和名に準じて生物種名を記載する方

法が推奨されている 1）。 

 魚介類には多くの生物種が含まれ、その生物種を推定することで「名称」だけでなく、その生

物種の生息域から「原産地」の表示について検証できる場合がある。形態的な特徴から生物種を

同定することは可能とされているが、高い熟練度を必要とする 2–6）。 

DNA は遺伝子を構成する物質で、4 種類の塩基（アデニン（A）、グアニン（G）、シトシン

（C）、チミン（T））の組合せにより生物学的な情報を保存している。1990 年代以降、様々な生

物種の塩基配列の特定遺伝子領域の配列について解析が行われるようになり、ミトコンドリア

DNA の cytochrome b（Cytb）7）、cytochrome c oxidase subunit I（COI）8）、16S ribosomal RNA （16S 

rRNA）9）遺伝子領域の他、核 DNA の Internal Transcribed Spacer（ITS）遺伝子領域 10）などの研究

が進んでいる。これまでに多くの生物種について当該遺伝子領域の塩基配列が解析され、国際的

な塩基配列データベース（the International Nucleotide Sequence Databases；以下「INSD」という。）

に登録されることで、情報が共有されている。それに伴い、当該遺伝子領域の塩基配列の差異に

より生物種を推定することが可能であることが報告されている 11–13）。 

FAMIC においても、これまでに 200 種以上の魚介類について特定の遺伝子領域の塩基配列を

確認し、解析結果を用いた検査法の開発 14–20）や生物種の推定に活用している。 

今回、食用魚介類の中で新たに確認が必要な魚介類を中心に試料を収集し、特定の遺伝子領域

の塩基配列の解析を行い、得られた塩基配列のデータについては、INSD のへの登録を行った。 

 

2. 実験方法 

2.1 試料 

静岡県水産・海洋技術研究所から 2 種、北海道浜中漁業協同組合から 1 種、有限会社日本シジ

ミ研究所からは 16 種の魚介類について、形態的な同定済み試料を入手した。 

 

1 独立行政法人農林水産消費安全技術センター本部 
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2.2 DNA抽出 

DNA 抽出は、筋肉組織 10～25 mg を採取し、DNeasy Blood & Tissue Kit（QIAGEN）を用い、

製品プロトコールに従い DNA 抽出を行った。 

 

2.3 DNAシークエンス法(DNA塩基配列解析） 

各試料の DNA 塩基配列の決定は、ダイレクトシークエンス法によって行った。塩基配列の決定

は、魚類については Cytb 遺伝子領域内の約 400 bp、魚類以外については COI 遺伝子領域内の約

700 bp を対象とした。PCR 反応液は、0.5 Units DNA ポリメラーゼ TaKaRa Ex Taq® Hot Start Version

（以下「Ex Taq® HS」；タカラバイオ）を含み、最終濃度が 1× Ex Taq Buffer（Ex Taq® HS 添付試薬）、

0.2 mmol/L dNTP Mixture（Ex Taq® HS 添付試薬）、各 0.25 µmol/L プライマー対（表２）となるよ

うに混合し、2.0 µL の抽出 DNA 溶液を加え、滅菌水で全量を 20 µL とした。PCR の温度条件は、

最初の熱変性として 94 °C 1 分で保持後、熱変性 94 °C 20 秒、アニーリング 55 °C 20 秒、伸長反

応 72 °C 40 秒を 1 サイクルとして 35 サイクル後、最後の伸長反応を 72 °C 7 分行った。 

PCR 産物の精製には、illustraTM ExoProStarTM （Cytiva）を用いた。0.5 µL の ExonucleaseI、0.5 µL

の Alkaline Phosphatase 及び 1.5 µL の滅菌水を混合後に、PCR 後の反応液 2.5 µL を加え、37 °C で

15 分間処理した後、80 °C で 15 分間加熱し、酵素を不活性化した。 

サイクルシークエンス反応には、BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Thermo Fisher 

Scientific）を用いた。反応液は、BigDyeTM Terminator v3.1 Ready Reaction Mix 0.5 μL、BigDyeTM 

sequencing buffer（5×）2.0 μL に、最終濃度が 0.15 μmol/L となるようにプライマーを混合した。使

用するプライマーは、魚類にあってはプライマーL14735-Glu 及び H15149-CYB2220）を、魚類以外

にあっては LCO1490 及び HCO2198 のプライマー対を用いた 8）（表１）。これに魚類の場合は約 5 

ng/μL、それ以外の魚介類の場合は約 10 ng/μL に調製した精製 PCR 産物各 1.0 μL を加え、滅菌水

で全量を 10 µL とした。サイクルシークエンス反応の温度条件は、最初の熱変性として 96 °C 1 分

で保持後、3 ステップの反応により行った。第 1 ステップでは、熱変性 96 °C 10 秒、アニーリン

グ 50 °C 5 秒、伸長反応 60 °C 1 分 15 秒を 1 サイクルとして 15 サイクル、第 2 ステップでは、熱

変性 96 °C 10 秒、アニーリング 50 °C 5 秒、伸長反応 60 °C 1 分 30 秒を 1 サイクルとして 5 サイ

クル、第 3 ステップでは、熱変性 96 °C 10 秒、アニーリング 50 °C 5 秒、伸長反応 60 °C 2 分を 1

サイクルとして 5 サイクル行った。サイクルシークエンス後の余剰な蛍光色素の除去は、エタノ

ール沈殿により行った。シークエンス反応物を Hi-Di ホルムアミド（Thermo Fisher Scientific）に

溶かし 95 °C 2 分間加熱後氷上又は 4 °C で処理し、DNA シークエンサーに供し、塩基配列を決定

した。 

PCR 及びサイクルシークエンス反応には、サーマルサイクラーProFlex 及び VeritiPro（共に

Thermo Fisher Scientific）を用い、DNA シークエンサーには、SeqStudio™（Thermo Fisher Scientific）

を用いた。得られた配列の並び替えには遺伝情報処理ソフトウェア GENETYX Ver.15（株式会社

ゼネティックス）を使用した。得られた各種 DNA の配列情報について、INSD の一つである大学

共同利用機関法人 情報・システム研究機構 国立遺伝学研究所が管理する日本 DNA データバ

ンク（DNA Data Bank of Japan）（略称 DDBJ）による登録システムに従い、1 種につき 1 個体ずつ

得られた塩基配列情報の登録を行った。 
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表１ 使用プライマー 

 

 K:G及び Tの混合配列 

tRNAGlu: glutamyl-ransferRNA, Cytb: cytochrome b, COI: cytochrome c oxidase subunit I 

 

3．結果及び考察 

3.1 塩基配列情報の決定 

 複数個体を解析した種について、種内各個体の塩基配列の差異を比較したところ、魚類 11 種中

では、Cytb 遺伝子領域 402 塩基中 3 塩基の相違がみられたものが 1 種、2 塩基の相違がみられた

ものが 1 種あったが、それ以外の種では見られなかった。魚類以外の 4 種では、COI 遺伝子領域

658 塩基中 1 塩基の相違がみられたものが 2 種あった。今回解析を行った魚介類では、同一種内

の個体間で塩基配列の相同性が 99.0 %以下となる個体は見られなかった。 

また、これまでに FAMIC で確認した魚介類（魚類 163 種、魚類以外 51 種）を含めて種間の相

同性を確認したところ、今回塩基配列を決定した魚類 11 種及び魚類以外 8 種について、それぞ

れの塩基配列の相同性が 98.0 %以上となる当該種以外の種は見られなかった。このため、塩基配

列の相同性が種の推定の参考となると考えられた。 

 

3.2 INSD への登録 

各種についてそれぞれ 1 個体の塩基配列情報を INSD の一つである DDBJ の登録システムに従

い申請を行い、各登録データについて識別番号（アクセッション番号）を得た。 

 

4．まとめ 

新たに国産の食用魚介類 19 種の試料を収集し、ミトコンドリア DNA の特定遺伝子領域の一部

の塩基配列を決定し、塩基配列データの集積及び国際的な塩基配列データベースへの登録を行っ

た。 
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