
北海道立食品加工研究センター報告 No.82009[報 文]

サロマ湖養殖ホタテガイの遺伝子解析による系統分類と

原料性状に関する研究
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*,佐
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Analysis of lineage and material properties of the Japanese scallop population in Saloma Lake

Tomoki Ohta, Aoi Nakamura", Maremi Sato', Akira Tanaka, Shuji Yoshikawa,

Takafumi Nishikiori and Koji Nagashima

To investigate the relationship between lineage and its material properties in the Japanese scallop
population (Mizuhopecten yessoensis) in Saloma Lake in Hokkaido, Japan, we performed a lineage analysis
based on sequence variation in the mitochondrial DNA segment (NcR2) and chemical analysis. Thirty five
kinds of haplotype were detected by the lineage analysis in 240 samples of scallop and each haplotype
was divided into four major groups, HG-001 .(53yd , HG-004 (15y") , HG-012 (2lo/o) and HG-021 (11%). The
analysis of material properties in these groups showed significant differences in soft tissue and gonad
index, alanine and glutamic acid contents in the ligament as free amino acids.

ホタテガイは北海道沿岸部で年間40万トン以上生産

され,国 内における重要な水産資源の一つである。しか

し,近 年生産量の増加に伴い採苗不良や成長不良などに

よるホタテガイの小型化や斃死, また原料レベルでの品

質低下など多くの問題が顕在化してきている。このよう

な課題を解決するためには環境要因を解析するだけでな

く、ホタテガイの遺伝的背景を把握し,そ の多様性や遺

伝的素因による原料性状の違いを究明することが必要で

ある 一 方,最 近様々な生物についてDNA解 析による

多様性研究や系統比較が行われてきている。しかし,ホ

タテガイに関してDNAレ ベルでの系統解析や原料性状

との関連性についての研究アプローチは行われていな

い.

本研究では道内で生産されるホタテガイについて貝柱

細胞中の ミトコンドリア DNA(mtDNA)の 非遺伝領

域である NcR2領 域を解析することにより系統を分類 し

て遺伝系統別の原料性状について検討し,若 干の知見を

得たので報告する。

実 験 方 法

1.試 料および試薬

試料はサロマ湖内の同じ場所で養殖されたホタテガイ

を用い,佐 呂間漁業協同組合から供与された。2002年6

月に採取 した 240個のホタテガイを冷蔵 (5℃ )で 翌日

搬入 し,各 組織重量 を測定後直ちに貝柱 を分離 して

-80℃で凍結 した。系統解析に供 した試料は,凍 結状態

のままで電気 ドリルを用いて採取した。成分分析に供し

た試料は,貝 柱を半解凍の状態で細切し,一 定量を採取

してからホモジナイザーでペース ト状にしたものを分析

試料とした.試薬はすべて特級グレー ドのものを用いた。

2.ホ タテガイ貝柱全 DNAの 調製

ホタテガイ貝柱全 DNAは プロテイナーゼ Kを 含む

TNES―Urea緩 衝液中で貝柱 50～ 100mgを 37℃,一 昼

夜振とうさせながらインキュベー トした後,MuhiScreen
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96 W e l l  F i l t r a t i o n  P l a t e (ミリポア社)を 用いて回収し,

96Ⅵrell DNA Precipitation HL kit(Edge Bio System)

により精製した.

3.ホ タテガイ貝柱ミトコンドリア DNA(mtDNA)の

高変異領域の増幅と塩基配列の決定

ホタテガイ貝柱 mtDNAの 高変異領域であるNcR2領 域

の増幅は貝柱由来全 DNAを 鋳型とし95℃で 5分予備加熱

後,94℃ で 1分 (熱変性),55℃ で 1分 (プライマーのア

ニーリング),2℃ で 2分 (伸長反応)の 40サ イクル反応

後,最 後に72℃で 7分 の最終伸長反応によりPCRを 行っ

た プ ライマーは T7PysoMetFお よび SP6Pyso12SAR

を用いた
1).PCR産

物は 2%ア ガロースグルを用いて

電気泳動した後,エチジウムブロマイド染色で検出した。

DNAの 塩基酉己列は PRISM 310 Genetic Analyzer(ABI)

を用い,増 幅産物の精製後, ダイターミネーター法によ

り決定した.

4.ホ タテガイ貝柱の成分分析

ホタテガイ各系統の貝柱について,水 分,グ リコーゲ

ン,お よび遊離アミノ酸含量を測定した。なお,水 分お

よびグリコーゲンは系統別に 25個の貝柱を用い,遊 離

アミノ酸は 10個の貝柱をホモジナイザーでペース ト状

にして分析試料とした.水分は常法により行い,グリコー

ゲンはアンスロン硫酸法により行った。すなわち,精 秤

した試料約 lgに 30%水 酸化カリウム 2 mlを 加えて加

熱溶解後,冷 却 してから4 mlの エタノールを加えて,

60℃ で 10分加温 した。冷却後,3000rpmで 5分 間遠心

分離を行い,得 られた沈澱物を蒸留水で溶解し,塩 酸で

中和 してから200mllこ定容 した。定容した液を4倍 に

希釈 してから0.2%ア ンスロン硫酸 4 mlを加え,沸 浴中

で 10分加熱発色 して620nmに おける吸光値を測定した.

同様に測定したグルコースの検量線からグルコース含量

を求め,0.9を 乗じた値をグリコーゲン量とした 遊 離ア

ミノ酸の分析は精秤 した約 lgの 試料に 24mlの 蒸留水

を加えポリトロンで破砕 して試料液とした 試 料液 1

mlに 2%ス ルホサリテル酸 l mlを加え撹拌後,3KXXlrpm

で 15分間遠心分離 してタンパク質を除いた。得 られた

上清を002N塩 酸で 5倍 希釈 した後,0.20μ mの フイル

ターでろ過 し,ア ミノ酸 自動分析計 (日立 L-8800型)

を用いて分析を行った

5.統 計処理

各系統間における有意差は Kruskal―Wallisの順位検定

法および Tukey―kramer法 を用い,有 意水準 5%で 検

定を行った。

実 験 結 果

1.サ ロマ湖内養殖ホタテガイの系統解析

北海道各海域および青森陸奥湾におけるホタテガイ遺

伝構造の系統は 102系統あり, これらの塩基配列をもと

にした近縁関係図からホタテガイの系統は大きく4つ の

グループ (HG-001, HG-004, HG-012, HG-021)に 分け

られることが,佐藤らによって報告されている
1).今
回,

サロマ湖内で養殖されたホタテガイ240サ ンプルの貝柱

からmtDNAの 非遺伝領域であるNcR2領 域をこの 102系

統の塩基配列をもとにホモロジーサーチした。その結果,

35種類のハプロタイプが検出された (Fig.1)そ れぞれの

ハプロタイプを4つ の系統 (HC.001,HG―lD4,HGЮ 12,
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Fig. 1. Frequency of haplotypes of cultured scallop in Saloma Lake.
The detection of haplotype was performed using a method for iineage analysis based on
sequence variation in a mitochondrial DNA segment(NcR2).
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HG-021)に 分類すると,240サ ンプル中,HG‐001系統

は 127サ ンプル (全体の53%),HG‐ 004系統は35サ ン

プル (15%),HG-012系 統では 51サ ンプル (21%),

HG-021系統では27サ ンプル (11%)あ ることがわかっ

た (Fig.2).この結果から今回採取したサロマ湖内の養

殖ホタテガイはHG-001が優位な系統とわかった。それ

以外の各系統に派生するハプロタイプの個体数は 1,2

個と検出数が少なかった。今回得られた 102系統以外の

新たなハプロタイプはHG-001で 4種 類,HG-004で 2

種類,HG-012で 1種類の,合 計 7種 類が見つかった。

また,変 異サイト数は7ケ所見つかった

2.各 系統間における性状比較

今回の遺伝子解析結果から分類した4つ の系統グルー

プ間で,軟 体部指数 (軟体部重量/全 重量×100),貝

柱指数 (貝柱重量/軟 体部重量×100),生殖巣指数 (生

殖巣重量/軟 体部重量×100),中 腸腺指数 (中腸腺重

量/軟 体部重量×100),外 套膜指数 (外套膜重量/軟

体部重量×100),鰍 指数 (鯉重量/軟 体部重量×100)

の性状比較を行った。

その結果,貝 柱や中腸腺,外 套膜、鯉などの指数につ

いては,有 意な差が認められなかった。しかし,軟 体部

指数でHG-001と HG-004の 平均値 (HG-001>HG-004)

および HG-001と HG-012の 平均値 (HG-001>HG-012)

に有意な差が認められ (Fig.3),生殖巣指数ではHG-001

Fig.2. Major haplotype of cultured scallop
in Saloma Lake.

とHG-012の平均値 (HG-001>HG-012)に有意な差が認

められた (Fig.4)

3.各 系統間における貝柱の成分比較

各系統からそれぞれ 25サ ンプルの貝柱における水分、

グリコーゲン含量を分析した結果,水 分ではそれぞれの

系統で平均値が 66.5%～ 67.7%となり,各 系統間での有

意な差は見られなかった (Fig.5)ま た,グ リコーゲン

含量の平均値は 7.0%～ 7.8%で各系統間での有意な差は

見られなかった (Fig.6).さらに,遊 離アミノ酸含量を

HG¨    HG¨    HG―    HG―

001      004      012      021

Lineage

Fig.3.Soft tissue index of cultured sca‖ops belonging

to four maior grOups in Saloma Lake.

*,**:Signincant difference in each grOup,

P<0.05.Error bars represent standard deviations

HG-001 HG-004 HG-012 HG-021
Lineage

Fig. 4. Gonad somatic index of cultured scallops belonging
to four major groups in Saloma Lake.

*: Signif,cant difference in each group, P < 0.05.
Error bars reDresent standard deviations.
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Fig. 5. Moisture of cultured scallops belonging
to four major groups in Saloma Lake.

Error bars reDresent standard deviations.

Lineage

Fig.7. Total free amino acid content of cultured scallops
belonging to four major groups in Saloma Lake.

Error bars represent standard deviations.

* *ヰ

HG-00r HG-004 HG-012 HG-02r

Fig. 8. Alanine content of cultured scallops belonging
to four major groups in Saloma Lake.

*, {<{<: Significant difference in each group, P< 0.05.
Error bars represent standard deviations.

考   察

ホタテガイは北海道沿岸部で生産される国内における

重要な水産資源の一つであり,養 殖生産の安定化や原料

品質についてこれまでも多くの研究がなされてきた
34)。

また,近 年ホタテガイ養殖の増産に伴い,採 苗不良や成

長不良などによるホタテガイの小型化や斃死問題が顕在

化してきており,養 殖環境や遺伝的多様性の確保など新

たな研究課題を解決する必要が高まってきている こ れ

まで養殖ホタテガイについては,川 真田らが斃死問題に
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Fig.6.Glycogen content of cultured sca‖Ops belonging

to four malor grOups in Sa10ma Lake.

Error bars represent standard deviations.

分析 した結果,ll10g当た りの遊離アミノ酸含量は各系

統で 2,509mg～ 3,123mgの範囲であ り,各 系統間での

遊離アミノ酸含量の有意差は見られなかった.4系 統の

中ではHG-021の遊離アミノ酸含量が一番多い値を示し,

HG-004が 一番少ない値を示 した (Fig.7).遊離アミノ

酸組成については各系統間で比較すると, グリシン, タ

ウリン、アルギニンには有意な差は無かったが,ア ラニ

ンとグルタミン酸は,そ れぞれ HG‐CXllとHG-004の平

均値 (HG-001>HG-004)お よび HG-021と HG-004の 平

均値 (HG-021>HGЮ04)に 有意な差を示した (Fig.8,9).
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と比較してこれらのアミノ酸含量が高いことが示唆され

た。これらのアミノ酸は食品の呈味性に強く関与するア

ミノ酸であり, これらのアミノ酸を多く含む原料はうま

味の点で優位なものと考えられるため,今 回の結果は今

後うま味に優れたホタテガイ原料の育種に役立つものと

思われた。また,軟 体動物における遊離アミノ酸の生体

中の役割としては浸透圧調節に利用されることが知られ

ているが
7),今
回得られた結果が各系統間のホタテガイ

の浸透圧調節など生理機能に影響するかどうかは不明で

あり,今 後さらに詳細に検討する必要がある.

以上の結果からサロマ湖における養殖ホタテガイの系

統間の組織全体の成長度や成熟度が遺伝構造の違いによ

り異なり, より高品質な原料の育種に遺伝子解析が役立

つことが示唆されたが,今後さらに調査個体数を増やし,

系統と性状および成分含有量との明確な相関性を明らか

にする必要があると考えられる。

要   約

サロマ湖産ホタテガイについて mtDNA遺 伝子解析

|こより系統 (HG-001, HG-004, HG-012, HG-021)を 分

類 し,性 状比較を行ったところ,HG‐ 001と HG-012の

生殖巣指数で平均値 (HG-001>HG-012)に 有意な差が

認められた。軟体部指数ではHG-001と HG-004の 平均

値 (HG-001>HG-004)お よびHG-001と HG-012の 平均

値 (HG-001>HG-012)に 有意な差が認められた。また,

各系統の水分, グリコーゲン量,遊 離アミノ酸総量およ

び遊離アミノ酸組成を分析した結果,水 分,グ リコーゲ

ン量および遊離アミノ酸総量に有意な差は見られなかっ

たが,遊 離アミノ酸のアラニンとグルタミン酸の合量に

有意な差が認められた
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Fig.9.Glutamic acid content of cultured sca‖ops belonging

to four maior grOups in Saloma Lake,

*,**:Signiflcant difference in each group,P<0.05.

Error bars represent standard deviations.

ついて,そ の成熟や発達過程の側面から研究を行ってき

た
5つ
.ま た,遺 伝的多様性について,佐 藤 らは北海道

近海お よび陸奥湾で採集 したホ タテガイについて

mtDNAを 用いて遺伝構造の解析を行い,北 海道におけ

るホタテガイ集団は遺伝的多様性を保持していることを

示した
12)し

かしながら,こ れらの集団における原料

性状との比較研究は行われていない。

そこで今回の研究では,北 海道各海域および青森陸奥

湾におけるホタテガイmtDNAの 遺伝子解析結果から

分類 した系統
1)か
らサロマ湖内で養殖されたホタテガ

イをモデルケースとして検討を行った.そ の結果,サ ロ

マ湖内のホタテガイは HG-001が全体の約半数を占める

優位な系統であることがわかった。こめ優位な系統とそ

の他の系統間における各組織指数を比較検討したところ,

組織全体の成長度合いを示す軟体部指数で HG-001は

HG-004や HG-012に比べて有意に高いことがわかった。

また,成 熟度の指標である生殖腺指数ではHG 012よ り

有意に高いことが明らかとなった こ れらの結果から主

要な系統であるHG‐001は他の系統と比べて可食組織に

おいて有意に大型であり,ま た成熟度も高い可能性が示

唆された。さらに,食 品原料の主要部位である貝柱の成

分比較を行った結果,水 分、グリコーゲンおよび遊離ア

ミノ酸総量などについては各系統間で有意に差が見られ

なかったが,ア ラニンやグルタミン酸などの各遊離アミ

ノ酸含量において有意差が認められ HG-001が他の系統
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