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制限断片多型法を用い たウナギ種簡易 DNA 鑑定
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　近年，日本種 ウ ナ ギ A 　nguilla 　1
’
apani αa の シ ラ ス 捕獲

量 の 減少，ウ ナギ の蒲焼きなどの需要拡大 に よ り，日本

種 シ ラ ス が 異常な高値 とな る と共 に多量 の 外 国種 （A ，
anguilla な ど）シ ラ ス の輸入 が 始ま っ て い る。

　 ウ ナ ギ に は 日本 ・ア メ リカ ・欧州 。 東南 ア ジ ア な ど各

地 由来 の ，3亜 種 を含 め た 18 種が あ る と言わ れて い

る。1・2〕 こ れ らの 種 を鑑定す るた め 従来，成鰻で は ，脊椎

骨数 や 斑紋 の 有無，鋤骨歯帯 と上 顎骨歯帯 の 広 さ の 比

較，背鰭基底 の長 さ な どに よ る判別方法 ，

2）シ ラス で は，
以 前農薬 と して 用 い られ て い たサ イ オ ドリン に対する耐

性を判定す る 方法が
一

般 に 用 い ら れ て き た 。

3〕 しか しな

が らこ れ らの 方法 は 信頼性が低 く，よ り確度の 高 い 鑑定

法 の要望が 強か っ た 。 シ ラ ス の 形状 で は，欧州種 の A ．
anguilla はサ イオ ドリン 法あ る い は 魚体の大きさで，お

お よそ区別 が で き るが，その 他の種は シ ラ ス の 段階 で は

ほ とんど区別 が つ か ない
。 こ の た め 外国種 を 日本種 と偽

っ た り，多量 に 混 入 させ た りす る などの 不 正取引 に よ り

養鰻業者 が被害を受け て お り，確実 で 簡易 ・迅速 ・ 安価
な ウナ ギ 種鑑定法 の 開発 が 望 ま れ て い た。谷 口 ら4−6〕に

よるア イ ソ ザ イム の 電気泳動が こ れ ま で
一

定 の 成果 を あ

げ て き た が，より系統的 で簡易な 鑑定法の 確立 が急務 で

あ っ た。

　
一

方 ，警察機関 な ど に お け る ， 人 の 個 人 識 別 へ の

DNA 鑑定 の 実用化 な ど遺伝 子 工 学 の 発 展 に は 著 しい も

の があ る 。 そ こ で，こ れ らの技術 を応用 し ， 現在まで に

知 ら れ て い る 7 種の ウナ ギ の DNA 塩基配列 デー
タ7・8）

な ど を 基に して 簡易 ・迅速 ・安価 な ウ ナ ギ 種 DNA 鑑定

法の 開発 を 行 う こ と を 目的 とした 。 RAPD 法 を 利用 し

て 3 種 の ウ ナギを鑑定する方法 が Takagi ら9）に よ り最

近試 み られ た が本報告で は，よ り系統的 で 確実 な方法 を

採用 した。鑑定方法 として は ， 従来か らの 方法あ る い は

簡 易法 に よ っ て DNA を抽出 し，ポ リメ ラ
ーゼ連鎖反応

（PCR ）で 目的 の 遣伝 子 領域 を 大量 に コ ピ
ー

を 行 う。こ

の PCR 産物 を，各種制限酵素 で 消 化 し，切断断片長 の

差 違 を 判定 す る 制限断片 多 型法 （RFLP 法）を用 い 種

を判別 した。こ の 方法 に お け る，日本種か否か の 判定 に

対 す る 信頼性を高 め る た め，3 重 チ ェ ッ ク ま で を 可 能 に

した。更 に，非 日本種 に 対 して 同 法の 切断パ ター
ソ か ら

種 の 簡易判定 を行 っ た。ま た ，RFLP 法 で 決定 した 種

の 学名 を特定す るため に，直接塩基配 列解読法 を用 い
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材料　供試魚に は，シ ラ ス 捕獲地 が 日本，ア メ リ カ，

イ ン ドネ シ ア ，オ
ー一ス トラ リ ア ，フ ィ リピン ，フ ラ

．
ン

ス ，中国の ，シ ラ ス，ク ロ コ ，成 鰻 ，白焼 き，蒲焼 き の

い ず れ か を 用 い た。RFLP に 用 い た 供試魚 に つ い て ，

シ ラ ス の産地 ，形態，試料数，試料 入 手時期 ， 今回 の

DNA 鑑定 で 判定 した 学名，塩基配 列解読 に 供 した試料

の 数，な どの 詳細 を Tablc　1 に 示 した。シ ラ ス，ク ロ

コ ，成 鰻は国内で 養成 した もの を冷凍状態で 輸送 後，あ

る い は 生 きた ま ま で 輸送され た もの を冷凍保存 して実験

に 用 い た 。白焼 き，蒲 焼 きは，日本 国 内，中国 フ ラソ

ス，そ れぞれ 由来，お よび 由来 不 明の シ ラ ス か ら国 内 。

国外 で養成 され 加 工 さ れ た もの を用 U・た・こ れ ら 峡 験

まで 冷凍保存 を 行 っ た 。

　DNA 抽出　そ れ ぞれ の試料か ら小 指 の 先程の 大 き さ

の 小片
’
を採取 し液体窒素で 凍結 した あ と乳鉢 で す りっ ぶ

し，洗浄バ ッ フ
・
r
− （10mM ト リ ス ・10　mM 　EDTA ・

50mM 　NaCl緩衝溶液 ；pH 　8） で 洗浄後，消化バ ッ フ ァ

t− （2％SDS ＋ 洗 浄 バ ッ フ ァ
ー） お よ び Proteinasc　 K

（10mg ！mJ ）40μ」を加 え 56℃ で
一

晩消化 した。こ の 消

化物か らフ ェ ノ
ー

ル ク 凵 ロ ホ ル ム 抽出 ・エ タ ノ
ー

ル 沈殿

で DNA を抽出 した。

　簡易 DNA 抽出法 　試料を 細 か く切断 した 後，　TE 緩

轍 （50mM 　1一リ ス ・ 1。O　mM 　EDTA ・100　mM 　N ・Cl）

で 洗浄 し，STE 緩衝液 （TE 緩衝液 ＋ 1％SDS） お よ び

Proteinase　K を加 え，組織を 56℃ ，3D分 で 消化 した 。

反応溶液 を 遠心 し上清を採取 98℃ で 10分間加熱 して

酵 素 失活 の あ と，溶 液 を直接 PCR 試 料 と し て 用 い

た。IOI
，

　標的 DNA 　鑑定 す る た め に 用い た塩基配列は ミ トコ

Table　1．　 Specimens 　of 　various 　eels　examined

Locality
Condition　of　　Number 　of

speclmens 　　 specimensSampling
　date SpeciesNumber

　of

specimens
sequenced

Swan　Riv．，Mainc，
　USA 　　　　 Adult

Pelabuhan 　Ratu，　Java，　Indonesia　Adult

Green　Riv．，Victoria，　Australia

Green 　Riv．，　Victoria，　Australia

Ohta　Riv．，　Shizuoka，　Japan

Akabane　pert，　Aichi，　Japan

Other　places ，　Japan

Other　places，　Japan

Other　places，　Japan

Other　places，　China

Other　places，　Japan
Other　places，　Japan
Unknown　place，　China

Unknown 　places

Magat　Riv ．，　Luzon ，　Phlllpplnes

Magat 　Riv．，　Luzon ，　Philippines

Other　places，　Philippines

Loire　Riv．g　France

Loire　Riv、，　France

Other　places，
．
Fra皿 ce

Other　places，　France

OtlLer　place ，　France

Other　places，　France

Unknown 　places

Adult
，
　spot

＊ 1

Adult，　no　spot
＊ 2

AdultGlass
　eel

Glass　eel

YoungAdultAdultShirayaki

＊ 3

Kabayaki ＊ 4

Kabayaki＊ 4

Kabayaki＊ 4

AdultYoung

，　dried

AdultAdultGlass

　eel

Glass　eel

YoungAdultKabayaki

＊ 4

Kabayaki判

341115397U23

・
b142

皿

27

β

2E125

Oct．1995　　　　　　A ．　rostrata

Oct．1995　　　　　　　A ．　celebesensds
’1

Jan．1996　　　　　　A ．　reinhardti

Jan，1996　　　　　　∠4L　australis

Nov，1995　　　　 ノ皇．ブaPontca

Jun．1996　 　 A ．ブ卿 漁

Mar．−Nov ．1997　A．」

’
aPonica

Mar．−Nov，1997　 ．4，」
’
aPonica

Mar ．−Nov，1997　／4．メ  （mica

Apr ，1997　　　　／1．ゴal）onita

Jun．1997　　　　　　ど4．」
’
aPontca

Mar ．−Nov，1997　A ．）
’
aPonica

Mar．1997　　　 A ．ゴα♪癩 cα

1996−Dec ．1997　．4．　JaPonica
Nov，1995　　　　 ・4．觚 プmorata

Oct．1996　　　　　　／1．　 marmorata

Mar．1997　　　 ．4．　marmorata

Oct ．1995　　　　　　／4．　anguilla

May 　1996　　　 Aan8uilla

Apr．1997　　　　　　14・anguilla

May　1997　　　 A ．　angnilla

Jun．1997　　　　　　A 、　anguilla

Mar．−Jun．1997　A 砌 8uilla

Dec ．1997　　　　 ／1．　anguilla

11111

1

1

＊lAdult 　specimen 　with 　black　spots 　on 　the　body．

・・ Ad 。lt，p，・im・・ with ・ut　b1・・k ・p・t・ Dn 　th・ b・dy・
＊ 3Plain 　broihed　eel 　for　Japanese　style　dishes．
判 　Soy 　bro丑ed 　eel 　for　Japanese　s亡yle　dishes，
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ン ド リ ア DNA （チ トク ロ ム b，　D ル ー
プ，12SrRNA ，

16SrRNA な どを含 む）の もの で ある。ミ トコ ン ドリア

DNA は核 内 DNA よ り も進 化 速度 が 速 く，11） ミ トコ ン

　ドリ ア DNA 内 に お い て は，非コ
ー

ド領域 の 中の D ル
ー

プ は チ トク ロ ム b，12SrRNA ，16SrRNA な ど よ り進

化速度 が 速 い 特徴 がある。12） しか しながら D ル
ー

プは，
同一

種内 で も配列 が 異なるほ ど進化速度 が 速 い た め ，
η

今 回 の 種判定 に は あ る 程度進 化 速度 の 遅 い チ トク ロ ム

b 領域 を 用い た 。

　本研 究 で 用 い たチ トク ロ ム b 遺伝 子 の 2 つ の 領域 を

Fig，1，　Fig．2 に 示 した。　Fig．1は Sang ら 7〕
の 塩基配列

デー
タの 一

部 で ，チ トク ロ ム b 遺伝子 の 3’末端側 102
塩基 とそれ に 続 く 2 つ の tRNA の 塩基配列部分 （以下，
S 領域と呼 ぶ ） で あ る。Sang らの 示 した A ，　J

’
aPonica ，

A ．　m αmaorata 以外 に 我 々 の 出 した フ ィ リ ピ ソ ，フ ラ ン

ス 捕獲の 種の配列 （結果の 項 で後述）も示 した 。 日本種

特有の 塩基 は反転文字 で 示 した 6 箇所 に あ る が ，こ の

内 ， 制限酵素認識配列 に 含ま れ る の は 太 実線 の 四 角 で 囲

ん だ Sαa　1 で 消 化され る部分の 塩基で あ る 。 従 っ て こ の

領域全体の PCR 産物を Sαa　1で 消化す る と，日本種 で

は 切断され る が他種 で は 切断 さ れ な い た め ，両者 の 判別

が 可 能で あ る 。
Fig．2 は青 山 らs〕

の 塩基配列 デー
タ部 分

で ， 同遺伝 子 5
’
末端側 398 塩基 （以下 ，A 領域 と呼ぶ）

で ある。上記 と同様 に，日本種特有の 塩基は反転文字 で

示 した 6 箇所 に あ る 。 こ の 内，制 限 酵素 で 切断 さ れ る

の は HiOf 　l，、Pst　lで消化され る太 実線の 四角で 囲んだ部

393

分 で あ る。従っ て ，さ らに こ れ ら2 つ の 制限酵素 に よ

　り 日 本種か 否 かの 判別 が 可 能 で あ る
。 ま た Mbo 　IIと

Rsa　Iで 切断 さ れ るべ き認識配列 が 細実線 の 四 角 で 囲 ん

だ 部分 に 現れ，種に よ っ て パ タ
ー

ソ が 異 な る た め ，
PCR 産物 が切断され た か 否 か の 組み合わ せ で種 の簡易
判別が 可能 で ある 。

　
PCR 増幅　上記の 領域 を増幅 す る た め の プライ マ ー

と して，TW8 （5
’−TACATTATCATCGGTCAAGTAG ．

CATCA −3
’
）と TW9 （5℃ GTCTAATTTATGATCTC ．

AGCTTT −3「），TW6 （5
’−TACGAAAAACCCACCCAC −

TTCT −3
’
）と TWII （5LTCCTCATGGAAGTACATA ．

TCCTACGACTGC −3’〉，の 各 2 ペ アーを用 い た。こ こ

で プ ラ イ マ
ー−TW11 の 3

’
末端側の 4 番 目の 塩基 は 制限

酵黜 ’1で 識 され る た め に 不 鸛 塩基 （c） を 導入

した 。

　先述 の DNA 試料 か ら，　PCR 試薬 （dNTPmi．・PCR
緩衝溶液 ・DNA 合成酵素）と各プ ラ イ マ ーペ ア

ー
を用

い て ，95℃一・8 分 で 熱 変 性 後 ，94℃−1分 ・60℃ −1 分
・73℃−1 分 の 熟 サ イ ク ル を 35回行い ， ミ トコ ン ドリア

DNA チ トク ロ ム b遺伝子 と相 同 な DNA 断 片を作成 し

た 。

　ア ガ ロース ゲ ル電気泳動　PCR 産物 の 増幅の 成 否 や

制囎 素消化 の 礁 を バ ソ ドの 長さで 確認す る た め の簡
易方 法 と し て ，4 ％ ア ガ ロ ー

ス （タ カ ラ ，NuSieve
GTG ）を’f ・’）レ材料 に 用 い た 電気泳動 （m ．X モ ・パ 材 ，
MupiCl−2）を行 っ た。バ ン ドの 長 さ の 対照物 と して は

A．ノ砂 01？ゴe8

A．躍at／mOl 「8ta

　 （Philippines ）181　A
　 （France）　　　　　181　A

F’g ’

孟，n濫 鯑謡、黷
h°nd ・i・1

　
DNA ・・砺 蜘 ・・d　A ・… ・濾 幅 ・h ・h・se ・・Phili

，P・。。，　a。d

蕪欝撫蟻灘讌鎌覊鰻轗攤藷

　　　　　　　　　　　　　
1°

　 2° 　 3。 　 OO 　 　 5。 　 60 　 70 　 8。

1：畿 　｝
蕭 議 ；；；i訐羸 泓一  

暫陣 一

蜘
・一 櫛

（Ph’1’・P ’… ｝ l
　 　 　 　 　 　 　 CCCG 　 　 T

　
（F「ance ） 　 l 　 　 　 　 　 　 　 CCC 　 G 　 T

l：≦撒 、 ；1AT醐 TTGA τ欄 Ali’AICTT・ ・G・− GCAT・G… ・A・・GCG… … ・T・蝋 … − G・G・榊

（Philippi … ） 91 　 　 　 　 　 　 AC
（F「… e）　 91 　 　 　 　 ・ c 　 　 　 　 　 　 IC
　　　　　　　181置・・GA・A・鵬 ・A。 T＿ CCATCCTC棚 。纛＿ G、濫論，＿ 、CC
　　　　　　　止81A
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A．ノ8ρonlca

A．rOStr3 亡8

A，reitzh8rdti
A．mo5samb1

’
ca

A．摺 arnora 亡8

A．celebensis
A．au5tr81is
A、angulila

A．ノ
’
lapOηic8

パ．ro5 亡ra 亡召

バ．f θinhar ゴti

バ，mo5sambica
A、毋 a泗 ora 　ta

湖．c θ1eben5is

A．8ustral ゴ5

A，angujl ／a

llL11111II副 罍CA、CCACT，＿ TTG、T＿ CC＿ G、、TCT、CC熏1＿ − TTCA… GATG温
20　　　　 3e　　　　 40

　　　　　　　　　　　　　T
C

T

50　　　　　　60　　　　　　70　　　　　　80

　　　　　　　　　　　　　　　 τ

　　　　　　　　　　 c

TT

9＿ 溜，昌＿ ＿ 。 ，愚齦 C＿ GG、TT＿ 、、愚TACA − ・・TC ・^・C・TTT灘1・盤写・II
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T　T　　　　　　 C　　　　　　 C
　　　　　　匚コ　 T　 T

　　　　　　　　　　　　　　T　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
C

llll

⊥

11

9999999

団

A，ノ妙 o π fc8　　18上

刃，rostrata 　　　l8／

A．r θjnhat−｛ノ亡i　181

A．mossambi
’
c8 　181

A・marmetsta 　／81

ん 。 。1。b。鯉 ・ 181 巨コ
A．8u5trafi5 　　互81

オ．a刀8ロ項1／a 　　l81

」，丿「aponica 　　271

A，rostra 亡∂　　　271
A．reinhar ゴ亡f　271
A．mossanb ゴc ヨ 　271
A．marmora 亡a 　271
A，celebens ゴ5 　27／

月．8u5tralis 　271
A．anguilla 　　271
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Pst　I

A．ノaρα 7fc8 　　361

ri、厂 ostra ‘8　　　36ユ

刈．厂einhardti 　361

／4．〃 055 昌 毋占ゴσ 8 　361

A，毋arnera 亡a 　　361

A．σ 81 θbensi5　361

A，a ロ 5trali
「
5 　　361

A．an8ujll8 　　361
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CCG　

G

　　　　CATGA   A
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’一　end 　°f　cyt ° ch 「°meb

難欝嚢豢蕪馨灘蠶蓬難
squa 「e・

サ イ ズマ
ーカー

φX174 ！Hae　III消化物を 用い た 。

　　制限酵素消化　PCR 産物の 生成 を上 記ゲル 上 の バ ソ

ドの 長さで確認後，限外 ろ過 カ ラ ム （分画 分 子量 3万 ，

Millipore　UFC3BTK ） で 精製濃縮 した。 こ れ ら を 各種

制限酵素 （Hinf　1，Pst　I，　S‘α U 励 o　II，1〜3σ 1） と，酵素

そ れ ぞ れに 適切 な，酵素製造 メ
ー

カ
ー作成の 緩衝液を 加
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え 37℃ ，1時間で 消化 した。消化物を，再 び ア ガ ロ ー
ス

ゲ ル 電気泳動に か け 切断断片長を判定 （RFLP ） した。
試料 と して は T ・bl・ 1 に 示 した罐 地 の シ ラス 由勅 各
形態 の ウ ナギすべ て を用い た。

　シー
クエ ン シ ン ゲ　試料 の 学 名を特定す るた め ，A

領域 の 塩基配列デ
ー

タ部分 に つ い て PCR 直接 シー
ク エ

ン シ ン グ に よ り塩基配列を解読 した
。 試料 としては，

Table　1 に 示 した よ うに，各産地の シ ラス か ら養成 した

成鰻 1 検体ずつ 合 計 7 検 体 を 用 い た。PCR 産物 を 上 記
と同 じ限外ろ過カ ラ ム で 精製 し た 後，dNTPmiXと蛍光
標識 ddNTP およびシー

ク エ ン シ ン グプラ イ マ ＿と して

TW10 （5
’−TGCCCTAGTGGATCTACCAAC −3

・
）を 用

い ，96℃−30 秒 ・ 60℃ −15 秒 ・60℃−4 分 の 25 サ イ ク ル
・シー

クエ ン シ ン グ反応を行 っ た。そ の 後，産物をフ ェ

ノー
ル ク ロ ロ ホ ル ム 抽出 とエ タノ ール 沈殿 で 精製 し，

395

DNA シ
ー

ケ ン サ ー
（Perki1−EI皿 er，　ABI373A ）で 解析

した。

　　　　　　　　　　結　　　果

日本種の判定 A 領域 に お い て 制限酵素砌 1で 消
化 しゲ ル 鞍 脇 した 結果 を Fi・，3（・）に示 した ．電気
孅 に お い て市販離 き ・日 本産 （鰯 一6 レー

の は
2 本 の バ ン ド （対応 す る 雛 定 され る理 論値 （以 下 同

様）・220驢 長 （bp）， 1・8　b・）を示 した ．樋 で は 泳
動距離 の 異なる （398b・ ま た は 338　bp）・本 の バ ン ド
を示 した。

P ∫’1 硝 化 した結果 （Fig．・3（b））で も 日本種 とf嵯
とで は 切断の 礁 の 違 い の た め に 泳軅 離 が 異な っ た

（371bp また は 398　bp）。

S 領域に お い て も S… 1で 消 化 した結果 （Fig．3（。））

（a） di　・ 174　12345

Hifif　1

（b） e ・ t741

Pst ］

（c）

Sca　I

6

2　3　4　 5　6

7

7

910 φx174

φx17412345678

（d）　φx1741

Mbo 　II＋

　 Rss　I

10φ　xt

2　 3　 4　 567

ンiiiii
ノ

／ ZA！0　Pp

ミ灘

910dixl74

910 φ・ 174

F’g
品。鸞 謙 ：：蹴 ilご・ ・fres・・・・・・… n ・y・ ・ d・・・・… np ・・d・・・… PCR ・ m ，1i・・d 。 ・・。 h。。d，、。1
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か ら 日本種 と他種 とで は，切断の 有無の 違 い で 泳動醗

が異 な ’
， た （194　bp また は 218　bp）。

　さ らに ， 入 手 した 81 検体の 日本種ウ ナ ギ に つ い て 上

記の Hinf　1，　Pst　L　Sca　Iの 3 種の 制限酵素の 内，2 か ら

3 の 制限酵素 を 用 い た RFLP を行 っ た とこ ろ，1 つ で も

矛盾が 出 る例 は な く，全 て の RFLP に つ い て 日本種 の

バ ソ ドパ ター
ソ が得 られ た．ま た T ・bl・ 1 にあ げ た 各産

地 の シ ラ ス 由来の ウ ナ ギ 試料 に つ い て も同様の RFLP

を行。 た とこ 樋 内で すべ て 同
一一

の バ ン ドパ ター一ソが得

られ た。す な わ ちこ れ らの 制限酵素で 消化 され た認識 配

列 に は遺伝的変異 が認 め られ な か っ た こ とに な る。

　種 の 簡易判定 A 領 域に お い て 制 限 酵 素 M5011 と

Rsa　1の 混合物 で 消化 した 結果 を Fig．3（d）に 示 した 。

イ ン ドネ シア産 以 外 の 6地 域産の 試 料 に つ い て は，各 ウ

ナ ギ種 の 塩 基配列の 違 い か ら推定され る バ ン ドパ タ
ー

ソ

（且．細 伽 ，
A 細 1・・纐 （対応す る と齪 され る理言侖

値 （以下同様）；249bp ，
95　bp，54　bp），A ．　rostrata ，　A 、

anguilla （162・bp ，
・149・bp，・87・bp）A ・　marmorata （344　bp・

54　bp）A．　australis （249　bp，146　bp））を反映 した 結果 が

得 ら れ た ． こ の 結 果 と、Hi・fI に よる消化結 果 （A ・

ゴ砂。蜘 （220bp ，
118　bp），A ・r・st・ata ，　A ．　reinhardti ，　A ．

marmorata （338　bp〕，　A ．　au ・traJis，　A ．　anguiila （398・bp））

　との 組 み 合 わ せ で 種を振 り分 け た。こ れ を Fig．4 に 不

す。各 産地毎 の 1種類 そ れ ぞ れ が 独 立 した 形 で 分 け る

事が で きた ．イン ドネ シ ア 産 に つ い て は A ・　・el・besensts

と 想定 して い た パ タ
ー

ソ とは異 な ・ た が ，
Mbe 　IIと

R ，。 1 の バ ン ド・t・’
／・’一ン （249bp），お よ び Hi・f　1の バ

ン 1・パ タ
ー

ソ （338・bp） の 組 み 合 t・ せ が 他種 とは 異 な

　る 結果 となった 。

　　さ ら に ，先程 と 1司様 に ，人 手 した 81 検体の 日本種ウ

ナギ試料 の 内 34 検体に つ L・て 跏 IIと R・al の齡 物

　に よ る RFLP を 行 一・た と こ ろ ，全 て に っ い て 249　bp，

　95　bp，54　bp に対応す る と推定 さ れ る 3本 の パ ソ ドパ タ

　ー
ソ が得られた。ま た Table　1 に あげた 各産地 の シ ラス

　由来 の ウ ナ ギ試料に つ い て も種内で 同
一

の パ ン ドパ タ
ー

　ン が 得 られ た 。す なわ ち こ れ らの 制限酵素 で 消化 され た

識 配列 に は 遺伝酸 黝 ・認 め られ な か っ た こ とに な

　 る。

　　学名 の 特 定　Fig，4 で 振 り分 け た 各産地 毎 の ウナギ 試

料 の 種に つ い て ，更 に学 名を縦 す る た め に・A 領域

　 の シ
ークエ ソ シ ソ グを行 っ た。その結果の 蛍光 ス ペ ク ト

　ル よ り， 種 に よって 異な る塩基 種特有 の塩基部分を比

　較 （Fig．5） した と こ ろ ，
　 ’t ソ ドネ シ ア 産以外は融 ら

　 の 同定 した ，それ ぞ れの 種 と塩基配列が ほ ぼ一致 し，学

　名の 特定が で きた。フ ィ リピソ 産 とフ ラソ ス 産の試料 ，

　 す な わ ち こ こ で 学 名が ・4．marmorata と A ．　anguilla と

特定 で き た 試 料 に つ い て 3
’
末端側 の S 領 域 の 塩 基配列

H∫ηfI

220bp118bp338bp 398bp

249bp95bp
　　（的

　JapanA

．
丿叩

o η1σa

　　　（c）

A ロ s【raha （SP）

A．r 弸 ha’dfゴ

Mbo 　II
　　 十

249bp146bp
　　　　（b）

　　 Indonじsia

湾．σ e励 e5e 皿∫∫ ？

　　　（d〕

Au ∬ alia（NSP｝

　 A．8〃∬ fa万 5

R5a 　1344bp 　　　ω

Phi巨ppinesA
．m 置厂mora 紐

162bp149bp87bp 　  

America4

、ro5 ε悶的

　　〔9｝

Fraロ ceA

．aπ8 ロ川 8

Fig ．4．　 RFLP 　p・tt・・n ・亙… i… ee1 ・amp1 ・・ f「° m

　 　 7different　countrles ・

　　　PCR 　amplified 　mitochondrial 　DNA 　of 　398　bp

　　at
　the　5

’− end 　of　cytochromebgene 　were 　digest・

　　ed 　with 　Hi’nf 　1，Mbo 　II　and 　Rsa　1．Band　length　of

　　the 　digestion　products　is　shown 　in　bp．　The

　　names 　of　the　species 　identi丘ed　in　Fig．5　are

　　also　shown 　in　each 　column ．

（a）恤erica

　　　　4．厂05 舶 ご3

（b〕 ［ndo 皿esia

　　　濯．oθ1醜 5θη 515TCTCA

巳TCCCTTCCCCGTCC八CNCCCCCAAGC
末 ＊ ＊￥ 宰 ホ＊　累 ＊　　＊＊　客　　水￥　＃‡　＊不＊ ＊　　

欺 零

TCTCAG買 CCCCCCTCCCTCATOCTCCCACTCTCA

（c） 触 straha 〔SP）

　　　冴．厂θ1肋 3厂ゴ‘1TCTCACTCCCCCTTCCCTTTATGCCCTC

八CCTTTG
寧＊＊ ＊ ＊ ＊＊ ＊ 嵐本 ＊‡× 累掌実 率

窯＊ 喉 末 ＊＊ ＊＊ ＊ 素 ＊＊ ＊ 案＊ ＊ ＊＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一iiii鰻鷺羆i農懲i釁；羆濁〔d） AustraHa くNSP）

　　　濯．8〃5 ‘闍 〃3TTCCACTTCCTCCCCCCCCTATATTCCCACCCT 脚
〔e）Japan

　　　訂．∫即 o互〆c2 ll驪鑼韆i糯1驪1驪器i
（f）Phnippi且es

　　　圃 齪 ！刀 o 毋 ’∂

TCNCAACCCCCCTTCCTTTTGCACCCTCACTCCCT
准 塞＃‡ 牢＊ ＊＊＊家＊家累 ＊ ＊求 末 ‡＊　　＊軍 宰 ＊寒 水 ＊＊ ＊＊＊虞＊＊

TCへC从 CCCCCCTTCCTTTCへCACCCTCACTCCCT

〔9）Frane巳

　　　湖．即 8π∫11a 罧羅器羅器羅繋繋飜繰1」
Fig ．5．　 S ・q・・ nce 　c ・mp ・・i・… fmit ・・1・°nd 「ia！

　　cyt ・chrome 　b　gene・

　　　C 。 mp 。，i・・n　w ・・e　p・・f・・m ・d　f・・ se1 ・ct・d　35

　　mlcleotides
　from　19111ucloetides　which 　have

　　variations
　al皿 ong 　8　species 　identi丘ed 　by　Aoya−

　　rna
　etal ．呂〕to　ident迂y　species 　of　the　present　cel

　　，ampl ・・，　S・mpli ・ g ・・ea ・f ・ a・h　eel ・・d　its　se ’

　　q。。n ・・ a ・e ・h・w ・ i・ the　upP ・・ p・・t ・f　each

　　column ．　The 　name 　of　the　spccles 　identi且ed　by

　　A 。y 。ma 　et ・1．andit ・・eq・・ ncc ・… h・ wm ・ the

　　l。we ，　p、・t ・f　ea ・h ・・1・m ・ ・The　ag ・eement 　
be’

　　 tween 　two　sequences 　is　shown 　by ＊．＃shows

　　 the　unknQwn 　sequence 　in　this　study ．
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データ も求め ， Fig．1 に Sang らの デ
ー

タ と と もに 示 し

た。

　簡易 DNA 抽出法　以上 の 判定実験をより短時間に行

うため に，シ ラ ス を細 か く切断 す る 処 理 を 行 う簡易

DNA 抽 出 法 を 用 い ，愛知 県渥美半島で採捕 された 日本

種 と考え られ る 5 匹 の シ ラ ス を分析 した結果 を Fig．6
に小 した 。 Hinf　lに よ る消化 で は 2本 の バ ン ド （対応
す る と推定 され る理論値 （以下同様）；220　bp，　118　bp），At
Iに よる 消化 で は 短 い バ ン ド （371bp）が得 られ た こ と

か ら，2 重 チ ェ ッ ク に よ り，全 て ん 」砂 o海 α τ と判定 で

きた。

　各形態試料からの種鑑定　本法が どの ような形態 の ウ

ナ ギ 試料 まで 適用 可能 か を調 べ るた め ， 以上の 成鰻 （活

鰻を冷凍）， シ ラ ス （冷凍，乾燥）， 蒲焼 き以外に 、日本

種の ク ロ コ （冷凍）7検体，白焼 き 3検体，フ ラ ン ス 種

の ク ロ コ （冷凍）12検体 に つ い て も通常 の DNA 抽出

法 に よ り2 か ら 3種類 の RFLP を行 っ た。そ の 結果，
両形態 に つ い て もすべ て，ひ とつ の異常デー

タもな く日

本種 ， フ ラ ン ス種のそれぞれの判定結果が得 られた。

考 察

松井 らに よ る種 の 分布図
13）に よ れば，我 々 の 手持 ち

397

の 試 料 の 内，解析済 み の 種 は ア メ リ カ付近 に 生息 す る

A ．rostrata ，フ ラン ス付近 に生息する A．　anguilla ，日本

・中国 ・ 台湾付近 に 生息 す る A ．　jopanica，フ ィ リピ ン

付近 に 生息す る A ．mauaorata ，オ
ー

ス トラ リ ア南東付

近に生息する A．a ”stralis，オ
ー

ス トラ リ ア 東岸付近 に

生息 す る A ．reinhardti の 6種 で あ る 。 イ ソ ドネ シ ア 産

で ， 青山らの 同定した A．celebesensis とは相同性が低か

っ た種は ，分布図 か ら判断 して ，イ ン ドネシ ア が多 くの

種 の併存地 域 で あ る こ とを 考慮すれば，他種の 可能性が

高い と考え られ る。以 上 の 7種は現在，公式 に 流通 し

て い る すべ て の 種 で ある こ とか ら ， 実質的に これ ら全種

の 混在 を 本 法 で 鑑定す る こ とが 可能 で あ る と考 え られ

る。

　本 法 で は シ ラ ス の流通段階 で最も重要な関心事で あ

る，日本種 か否 か に つ い て，Hinf　1，　Pst　1，　Sca　1の 3種

の 制 限酵素を 用 い て ，3 通 りの RFLP を 行 い
， すなわ

ち 3 重 チ ェ ッ ク の 信頼性で 鑑定がで きる。ま た こ れ に

加 え ，同 じPCR 産物 に 別 の 2 種 類 の 酵 素 ，　 Mbo 　Ilt
Rsa　Iを 混 合 して RFLP を行うこ とに より，試料が 何種

で あ る か の 簡易判定が可 能で ある。しか し な が ら上 記

6種以外の 未知 の 種 が 対象 とな っ た 場合 に は，当該種
が，見か け 上 ， 上記 6種 の い ずれか に 誤 っ て 判定 さ れ

（a）　 φx174

Hinf 　I

12 34 5　　φi174

　　1353bp

∠　　1078bp

L− 一　872bP
− 603bp

　　 310bp

／z　　 28 且bp

　 　 27lbp

弋ll 
一 1紅8bp

（b）　 φ i174
　　1

Pst　I

2 34 5 6

Fig・6・a9・…
サ9

・1 ・1ect・・ph・・e・i・ ・f　RFLP 　p・tt・m ・f丘・・ J・pane・e　glass　eel　samp1 。，．

轟舗r鵲望濃吉膿言蹄 譲謝鷺齲 込：鵬f購諜 階黠：欝藍纏認
1：11，欝
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る可能性がある。シ
ーク エ ン シ ン グ法を用 い れば当該領

域 の す べ て の 塩 基配列を解読 し，対照配列との比較を行

え ば確実に 種の 判定が行え る。しかしこ の 方法 で は 時間

と費用 が 相 当か か る こ とに な る。本法で は 日本種 か 否か

に つ い て は 3 重チ ェ ッ ク に よ り高 い 信頼性を保ち な が

ら鑑定が可能 で あ るが，種の 判定 につ い て は 不確実性が

残 る 。 しか しな が ら，先 述 の よ うに流通 して い る種は 極

め て限 られ て い るた め実用上 は充分で あ る と考 え られ，

本法の 特長として の 短時間か つ 低 い 試薬 コ ス トで 簡易 に

鑑定 で き る とい う点が 実用 に 大 ぎ く利 す る と考 え ら れ

る。

　本 研 究で 対象 と した A ．jaPonica，　A ．　anguilla ，　A ．　mar −

morata 以 外 の種は サ ン プ ル 数が少 な く ， 個体変異 に 由

来す る種判定の 間違い の 可 能性が残され て い る事も事実

で あ る 。 チ トク ロ ム b 領 域 は D ル ープ領域 に 比較 して

進化速度が遅い が，その 中で 各 コ ドソ の 第 3塩基は第

1 ・ 2 塩基 に 比 べ 進 化 速 度が 速 い と予想 さ れ る。しか し

な が ら，各地 か らの 81個 体の ，日本種ウナ ギ と鑑 定 さ

れ た試料 につ い て行 っ た，日本種か否かの 判定の た めの ，

Hinf　1、　Pst　1，　Sca　1の 各制限酵素 を 用 い た RFLP 法 に ょ

る 2 重あ る い は 3重 チ ェ ッ ク ， さ ら V：　Mbo 　II，　Rsa 　1の

混 合物を用 い た RFLP に よる種 の 判定結果 で，1 個 体

も変異 が認め られな か っ た 。こ れ らの RFLP で は 日本

種で な け れ ば制限酵素認識部位 が消失す る よ うに設計し

て い る た め，こ の 部 位 の塩薬の 中 に ひ とつ で も変異があ

れ ば，上記 の 4種類 の RFLP の 内の ひ とつ に 異常が 出

るは ず で あ る。こ れ らの 部位の 中の コ ドン 第 3塩基の

総数 は 10で あ る事 を考慮す る と，日本 種 で は 種内の 個

体 の コ ドン 第 3塩基 で は，個体数 を掛 け た 約 500 塩基

につ い て 全 く変異が 見 られ な か っ た結果 に な る 。 同様 の

事が他種 で も確実 に当 て は ま る か ど うか は 定 か で は な い

が，本 法 で 対象 と した チ トク ロ ム b 遺伝子 で は．種 間

の 変異 に 比 べ て 種内 の 塩基変異 は 2桁 か ら 3 桁 ほ ど少

な い と推測され る 。

　 実用化の 可 能性　今回 試行 した簡易 DNA 抽出法 を 用

い て も従来法 と同様 に 種 の 判別 が 可能で あ っ た こ とか

　ら，同簡易法 も充分実用 に 耐 え得る方法で あ る と考 え ら

れ る。従来 法 と簡 易 法で の 所要時間を 比較する と従来法

で は DNA 抽出を 含め て 全分析に 約 3 日を要 した が ，簡

易 法で は 約 8 時間 で 判別 が 可 能で あ っ た 。 本 鑑 定法 に

必要な 設備 ・備品 に つ い て は，大 きな と こ ろ で は PCR

装置が 必要で あ る が，その 他 は ほ とん ど 10万 円以 下 の

簡単 な 備 品 で 済 む。従 っ て 設備投資金額合計で も200

万円程度 の 設備投 資で 実験 の 立 ち 上 げ が可 能 で あ る。ま

　た本法 の 実施担当者と して は，必ず しも遺伝子工学実験

　の経験者で あ る必要 は な く，通 常範 囲 内の 分析化学実験

　修得者 1人 が い れ ば充分 で あ る 。
1 人 の 担当者 が 1H に

並 行処 理 で きる 試料数 と して は 30 程度 が 妥当な 数 と考

え られ る 。 更に設備費 や労働力を除 い た試薬 ・消耗品 コ

ス ト に つ い て は ，シ
ー

ク エ ソ シン グ を 行うと 1サ ン プ

ル 約 2000円 に達 した が，本法 で は 約 500円 と安価 に鑑

定が可能であっ た 。

　ア イ ソ ザ イ ム の 電気泳動法 と本法を比較す る と，ア イ

ソザイム 法 で は タ ン パ ク質の 分析 に あ る程 度 習 熟 して い

る必要 が あ るが，本 法 で は習熟度は低 くて も可能 で あ る

と考え られ る。また ア イ ソザ イム 法 に お い て，異なる種

で もタン パ ク質的性質が類似 して い て 泳動パ ター
ン に あ

ま り差が 見 られ な い 場合で も，本法で は塩 基配列 の違 い

を確実に捕 え られ ， よ り系統的で確実 な 鑑定が 可能 で あ

る と考え られ る。

　さ ら に RAPD 法 と比 較 す る と ，　 RAPD 法 で は PCR

プラ イマ
ー
対 か ら生ず る微妙かつ 由来 が 不明な PCR 産

物 の 存否 の 再現性 が 問題に な る が，本法 で は 既知 の

PCR 産物の 塩基配列の 違 い だ け に 焦点 を 絞 るた め ，系

統的で 確実 な鑑定 が 可 能 で あると考 え られ る 。

　試料の 形 態 と して は ，本 法は シ ラ ス （生，冷凍，乾燥

問 わ ず） の み な ら ず，ク ロ コ
， 成鰻，白焼き，蒲焼 きに

至 る，す べ て の 形状 の ウ ナギ 試料 に 適 用 が 可 能 で あ っ

た 。 白焼 き，蒲焼 きの 試料 に つ い て は，本 試料 の ウ ナ ギ

の加工 の 特性上 ， 新鮮な成鰻から直ち に加熱調 理 が 行わ

れ る た め ，DNA を分解 す る諸酵素が最初 に 失活 し，

DNA の 劣 化 が 防止 さ れ容易 に PCR 増幅 が 行 え た と考

え られ る。従っ て ，白焼 き。蒲焼き等 の 最終製品 に 至 っ

て も，種の 追跡が 可能 とな っ た。こ れ は形態学的あ るい

は ア イ ソザ イ ム法 に よる鑑定法等 で は 全 く不 可 能 で あ っ

た 領域 で あ る。

　 近年，日本種シ ラス の 捕獲量の 減少 や最終加工製品 で

あ る蒲焼 き鰻の 消費需要量 の増加な どに より， 養鰻業界

で は原料の 日本種 シ ラ ス の 高騰 が 頭 の痛 い 問 題 と な っ て

い る 。 この よ うな状況下 に お い て ，シ ラ ス の 流通段階 で

日本種 シ ラ ス と称して 極めて 安価 な外国種シ ラ ス を取引

す る とい う不 正が多 々 あ る と言 わ れ て い る。本法 が こ の

よ うな商取引の 現場 に おい て ， 短時間 、安価 かつ 正確

に 種 を 鑑定 で きる実効力と して用 い られ た り，不 正商取

引の 抑止力 と して 機能するこ とが期待される。

　 今 回 用 い た チ トク ロ ム b 遺伝 子 内の 他 の 未解読領域

や，12S あ るい は 16SrRNA な どの 領域 を 用い る事 に よ

　り，ウ ナギ種の鑑定に つ い て の 信頼性 が，よ り高 ま る と

期待 さ れ る。
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