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はじめに 

フグ種は，体表の色彩，棘の有無，尾ひれの形・色彩など形

態学的特徴から鑑別されるが，皮を除去した身欠きや刺身・切

り身等では形態による鑑別ができない．しかし実際には，加工

食品やフグ中毒発生時の食べ残しなど，形態によらない鑑別が

必要となる事態は多くあり，食品衛生上，正確なフグ種鑑別技

術の確立が必要である． 

近年，DNA分析による種鑑別が様々な食品を対象に行われてい

る.今回，ミトコンドリアDNA 分析によるフグ種の鑑別法として，

PCR-RFLP法とPCR-SSCP法について検討を行ったので，その結果

を報告する． 

 

材料と方法 

１ 材料 

フグは，形態により種を鑑別した後，－20℃で保存し，その

筋肉を用いた．山口県内で普通に食用とされる種（トラフグ，

カラス，マフグ，シマフグ，ショウサイフグ，ナシフグ，コモ

ンフグ，ヒガンフグ，クサフグ，ゴマフグ，サンサイフグ，ク

ロサバフグ，シロサバフグ，カナフグ，ヨリトフグ）およびド

クサバフグを使用した． 

DNAの抽出は，DNeasy Blood & Tissue Kit（QIAGEN社）を用

いて行い，吸光度測定により濃度を確認し調整したものを DNA

試料とした． 

 

２ PCR-RFLP法 

PCR は，DNA 試料を，プライマーL14735 と H15573（表１）を

用いて表２，表３の条件で行った．その後，反応液の一部につ

いてアガロースゲル電気泳動を行い，エチジウムブロマイドで

染色し，PCR産物（889 bp）ができていることを確認した． 

制限酵素による切断は，BsaⅠ，BsaJⅠ，StuⅠ，SspⅠおよび

BsrDⅠの 5 種類の制限酵素（New England Biolabｓ社）により

行った．PCR産物液3 ～ 5 μＬ，制限酵素1 μＬとバッファー

を混合し，全体量20 μＬで，表4に示す条件にて反応を行った．

バッファーは，制限酵素に付属のものを使用した． 

反応後の産物について，アガロースゲル電気泳動を行い，エ

チジウムブロマイドで染色し，切断パターンを確認した． 

 

 

 

 

表３ PCR条件 
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表２ PCR反応液の組成（25 μL） 

 量（μL） 

10×ExTaqBuffer 2.5 

dNTP(2.5 mM each) 2.0 

primer1(50 μM) 0.1 

primer2(50 μM) 0.1 

ExTaq(5 U/μL) 0.1 

DNA試料(5 ng/μＬ) 5.0 

水 15.2 

表１ ミトコンドリアDNA シトクロムb領域 

の一部を増幅するためのプライマー 1) 2) 

Primers Sequence(5’to 3’) 

L14735 AAAAACCACCGTTGTTATTCAACTA 

H15573 AATAGGAAGTATCATTCGGGTTTGATG 

CYTb1 CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA 

CYTb2 GCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA 
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３ PCR-SSCP法 

PCR は，DNA 試料を，プライマーCYTb1 と CYTb2（表１）を用

いて表２，表３の条件で行った．その後，反応液の一部につい

てアガロースゲル電気泳動を行い，エチジウムブロマイドで染

色し，PCR産物（367 bp）ができていることを確認した． 

 PCR産物液4 μＬとサンプルバッファー（95% Formamide,20 m 

mol/L EDTA, 0.05% Bromophenol blue）16 μLを混合して95℃

で 5 分間反応（変性）させ，氷水で急冷した後，電気泳動を行

った．泳動ゲルは，CleanGel DNA Analysis kit（GE Healthcare

社）を用いた．電気泳動装置は，Multiphor Ⅱ（Pharmacia社）

を用いた．染色は，DNA Silver Staining kit（GE Healthcare

社）を用いた． 

 

結果 

１ PCR-RFLP法 

 図１～５にそれぞれの制限酵素処理後の泳動像を示す． 

 5 種のフグ（12:クロサバフグ，13:シロサバフグ，14:カナフ

グ，15:ドクサバフグ，16:ヨリトフグ）については，Bsa JⅠ処

理にてそれぞれ異なる切断パターンを示しており，鑑別が可能

であった（図２）． 

他の11種については，表5に一覧表にしている．トラフグと

カラス，マフグとサンサイフグ，ショウサイフグとゴマフグに

ついては，これら 5 つの制限酵素では同じ切断パターンを示し

鑑別できなかったが，シマフグ，ナシフグ，コモンフグ，ヒガ

ンフグおよびクサフグについては，複数の制限酵素を組み合わ

せにより他と異なる切断パターンを示し，鑑別可能であった． 

 

 

 

 

 表５ PCR-RFLP結果（トラフグ属11種） 

 BsaⅠ BsaJⅠ StuⅠ SspⅠ BsrDⅠ

トラフグ ○ ○ ○ ○ ○ 

カラス ○ ○ ○ ○ ○ 

マフグ ● ○ ○ ○ ○ 

シマフグ ● ○ ○ ☆ ☆ 

ショウサイフグ ○ ● ● ○ ○ 

ナシフグ ○ ○ ○ ○ ☆ 

コモンフグ ○ ○ ● ○ ○ 

ヒガンフグ ● ☆ ○ ○ ○ 

クサフグ ● ☆ ○ ○ ○ 

ゴマフグ ○ ● ● ○ ○ 

サンサイフグ ● ○ ○ ○ ○ 

☆：他と異なる切断パターン 

○及び●：それぞれの処理で同じ切断パターン 

 

図１ BsaⅠ処理 

1:トラフグ 2:カラス 3:マフグ 4:シマフグ 5:ショウサイフグ

6:ナシフグ 7:コモンフグ 8:ヒガンフグ 9:クサフグ  

10:ゴマフグ  11:サンサイフグ 12:クロサバフグ   

13:シロサバフグ 14:カナフグ 15:ドクサバフグ 16:ヨリトフグ

M：100 bp DNAラダー 

図２ Bsa JⅠ処理 

レーンの番号とフグの種類は図１に同じ． 

表４ 制限酵素反応条件 

制限酵素 温度（℃） 時間（分） 

BsaⅠ 50 60 

BsaJ Ⅰ 60 120 

StuⅠ 37 360 

SspⅠ 37 150 

BsrDⅠ 65 180 
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２ PCR-SSCP法 

図６に，トラフグ属 9 種（トラフグ，マフグ，シマフグ，ナ

シフグ，ショウサイフグ，コモンフグ，ヒガンフグ，クサフグ，

ゴマフグ ）について PCR-SSCP 法を行った電気泳動像を示す．

いずれも異なったパターンを示し，鑑別可能であった． 

 

 

 

考察 

 PCR-RFLP 法および PCR-SSCP 法により，15 種類のフグ種が鑑

別可能であった．トラフグとカラスについては区別ができない

が，この2種は遺伝学的に近く，鑑別は困難と思われる． 

最近では，シークエンサーの普及により,DNA の塩基配列決定

が比較的手軽に行えるようになった．このことにより, 特に食

中毒の原因魚種の調査等，検体数が少ない場合やフグ以外の魚

種も想定される場合には，RFLP法やSSCP 法を行うよりも，PCR

産物の塩基配列を決定してそれにより種鑑別を行う方が合理的

となった． 

一方，RFLP法とSSCP法が有用である場合もあると考える．例

えば，ある程度まとまった数の検体について，ある種類のフグ

であるかどうかを確認したい場合や，食用にできないドクサバ

フグや捕獲海域の制限があるナシフグが混入していないかどう

かを調べたい場合などがそうである． 

 DNAによる種鑑別方法については，今後，塩基配列決定による

手法もとりいれ，幅広いニーズに対応できるようにしていきた

いと考えている． 
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図４ SspⅠ処理 

レーンの番号とフグの種類は図１に同じ．  

図５ BsrDⅠ処理 

レーンの番号とフグの種類は図１に同じ．  

図３ StuⅠ処理 

レーンの番号とフグの種類は図１に同じ．  
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図６ PCR-SSCP法による電気泳動像 

1:トラフグ 3:マフグ 4:シマフグ 6:ナシフグ  

5:ショウサイフグ 7:コモンフグ 8:ヒガンフグ  

9:クサフグ 10:ゴマフグ   


