
生化学的手法を用いたクロマグロ大西洋と太平洋系統の簡便・迅速な判別手法の開発 

［要約］クロマグロの大西洋と太平洋系統間で見られたミトコンドリアDNAの塩基配列差異の情報
から、試験的に１ないし３個の塩基置換がある２つの領域を選び、これらの差異を利用した系統の

判別手法について検討した。各系統標本についてこの２領域を含むDNA断片を蛍光色素を取り込ま
せてPCR増幅した。これら２領域について各系統ごとに相補的なDNAプローブを作成し、増幅DNA
断片とこれらプローブ間の相補性を蛍光強度によって測定した。その結果、各系統と相補的なプロ

ーブと相補的でないプローブ間で有意な蛍光強度の違いが見られた。本手法は制限酵素処理や電気

泳動を必要としないため、大幅な分析時間の短縮が可能である。 
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［背景・ねらい］           
 まぐろ類の種判別は生態研究に重要であるだけでなく、近年では原産地証明を必要とするクロマグロの

違法輸入を抑止する上で必要となっている。大西洋と太平洋系統間にはミトコンドリアDNAの塩基配列に
大きな差異があることがわかっており、PCR増幅したDNA断片を制限酵素処理し電気泳動することによっ
て判別する手法は確立している。しかし、この手法では２日程度の時間が必要であり、現場での応用には

不向きである。そこで、判別システムをさらに簡便・迅速なものとするために、制限酵素処理や電気泳動

を省略できる新規手法の開発を目的とした。 

                                            
［成果の内容・特徴］  
・クロマグロの大西洋と太平洋系統からそれぞれ４個体と８個体についてミトコンドリアDNAの部分領
域の塩基配列を分析した（図１）。この配列情報から系統間で20塩基で１個の差異がみられる領域（N
R1）と29塩基で３個の差異がみられる領域（NR2）を選び、大西洋と太平洋系統に相補的な１本鎖DN
A（オリゴDNAプローブ）を４種類（NR1A、NR1P、NR2A、NR2P）デザインした。 
・系統間で差異がない領域において２種のPCRプライマー（NR1R、NR2F）を作製し（図１）、各系統標
本においてNR1、NR2それぞれの領域を含むDNA断片を蛍光色素を取り込ませてPCR増幅した。 
・磁性微粒子上に４種のオリゴDNAプローブをそれぞれ固定し、各系統から増幅したDNA断片とハイブ
リダイゼーション（くっつける）させ洗浄した後、蛍光強度の違いを測定した（図２）。この原理は、

オリゴDNAプローブと１つでも塩基の違いがある増幅DNA断片とではくっつく力が弱くなると予想さ
れることである。すなわち、ある系統から増幅したDNA断片とDNAプローブの配列が一致していれば
強くくっついており洗浄しても洗い流されないため蛍光色素がついている増幅DNA断片が量的に多く
残るというわけである。 
・系統間で１個の塩基差異があるDNAプローブを用いた場合でも有意な蛍光強度の差異が見られ、３個の
差異があるプローブを用いた場合には蛍光強度の差異がさらに大きくなった（図２）。 
・本手法は磁性微粒子を用いるため、ハイブリダイゼーションと洗浄が非常に簡便である。また、制限酵

素処理と電気泳動が不要になり、分析時間が大幅に短縮できることがわかった。 

 
［成果の活用面・留意点］  
 DNA抽出の自動化とPCR増幅の短縮及び、本手法を組み合わせれば、大西洋と太平洋のクロマグロ系統
の判別は１～２時間程度でできるものと考えられる。本システムの小型化が図れれば、現場での簡便・迅

速な判別に実用可能である。本研究ではクロマグロの２系統を標本として使用したが、他のまぐろ類のD
NA情報を検討することによって、まぐろ類全種の判別も可能である。 

 
 



［具体的データ］  

図１. クロマグロ太平洋と大西洋系統のミトコンドリア DNA塩基配列の比較（一部分を抜粋）。２箇所の配列（  ）
からそれぞれの系統に相補的な４種類のプローブ（NR1P, NR1Aと NR2P, NR2A）をデザインした。20 塩基の NR1
部位には系統間で１個の塩基差異があり、29塩基の NR2部位には系統間で 3個の塩基差異がある。内部に設計した
２種類のプライマー(NR1Rと NR2F、青矢印)と、このミトコンドリア DNA領域を PCR増幅するために用いたプラ
イマーとを組み合わせて、プローブ領域を含む２種類の断片をジゴキシゲニン標識した塩基を取り込ませて増幅し

た。 
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 図２. 磁性微粒子上に固定したプローブと両系統から増幅した DNA 断片をハイブリダイゼーションさ

せてから洗浄し、蛍光強度を測定した。その結果、１個の塩基差異がある NR1プローブにおいても両系
統間で有意な蛍光強度の違いが見られた。さらに、３個の塩基差異がある NR2ではより大きな違いが見
られた。 
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