
Agilent 2100 バイオアナライザを用いた
イチゴとキイチゴの識別

概要

食品の信頼性確認分析は重要かつ急速に拡大している分析領域であり、分子レベルで

の新たな手法の開発が必要とされています。食品偽装防止検査の目的は、高価な食品

成分の偽装を防止することや、パック済み食品の成分表記の誤りを正すことにありま

す。本アプリケーションノートでは、イチゴとキイチゴの DNA 識別にポリメラーゼ連

鎖反応 (RCR) 測定法と DNA 1000 チップを用いた Agilent 2100 バイオアナライザによる

分析を併用するという手法の開発について報告します。この手法を用いて、イチゴと

キイチゴそれぞれに特異的な DNA 発現プロファイルを Agilent 2100 バイオアナライザ

で作成することが出来ます。この手法は食品偽装防止検査に有用です。
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はじめに

食品偽装防止検査は、現行の国際的な取り決めに則った食品管

理を徹底させ、食品のラベル表示や成分に関する規則を遵守さ

せるために必要とされており、重要かつ急速に拡大している分

析領域です。

キイチゴ (属名: ルブス Rubus) は、生食用、あるいは冷凍品と

して消費されるだけでなく、さまざまな食品、たとえば、

ピューレ、ジャム、パイ、ケーキ、パン、デザートのトッピン

グ、ジュース、ワイン、アイスクリームやヨーグルトといった

乳製品などにも使用されています。キイチゴの葉はハーブ

ティーに利用されることが多く、果肉も健康増進の為に食べら

れることがあります。イチゴ (属名: フラガリア Fragaria) も、世

界中で栽培され、流通している一般的な果物です。

しかし、最近の調査 [1、2] によれば、特定の果実の含有を表示

している食品や飲料 (特にフルーツジュース) のなかには、その

植物種の果実をほとんど、あるいはまったく含まないものや、

その果実を別の食用果実で代用または混ぜ合わせているものが

あると報告されています。こうした事態は、意図的な偽装や不

注意による加工ミス (果実の不十分な洗浄や他の果実との混在

加工) によって発生します。こうした事態は法律に抵触するも

のであるため、規制の遵守や消費者保護という観点から、関係

者 (食品小売業者や規制当局など) すべてから、食品成分を正確

に同定できる検査法が求められています。また、食品成分の正

確な同定は、食品の成分表記の信憑性を保証するためにも重要

な作業です。特に食品中に含まれるアレルゲンを明記する場合

や、高価な食物成分の偽装を暴く場合には不可欠です。

ここでは、イチゴとキイチゴの DNA 識別に Agilent 2100 バイオ

アナライザを利用するという新たな手法について説明します。

この手法は、マイクロサテライトマーカーを利用し、ポリメ

ラーゼ連鎖反応 (PCR) 産物の有無やサイズの違いを特定してイ

チゴとキイチゴの DNA を識別するというものです。PCR 産物

の有無やサイズの違いは、DNA 1000 チップによって簡単に測

定できます。

実験手法

PCR プライマー

Ashley ら [3] により報告されている下記のマイクロサテライト

マーカーを使用してイチゴとキイチゴの DNA を識別しました。

Fvi11 順方向プライマー: GCATCATCGTCATAATGAGTGC
Fvi11 逆方向プライマー: GGCTTCATCTCTGCAATTCAA
Fvi20 順方向プライマー: GAGTTTGTCATCCTCAGACACC
Fvi20 逆方向プライマー: AGTGACCCAGAACCCAGAA

サンプル

サンプル A および B として使用した確証済み DNA サンプル

は、SCRI (英国ダンディ) から提供を受けました。それぞれ、商

用育種プログラムのナンバードセレクション (シリーズ番号の

付いた選定品種) に由来するイチゴサンプルと、Glen Moy とい

う品種に由来するキイチゴサンプルです。

キイチゴ (サンプル D) は、英国内のスーパーマーケットチェー

ン店で購入したもので、「キイチゴ (スペイン産)」というラベ

ルが貼られたパック (225 g) で販売されていたものです。イチゴ

(サンプル C) も「イチゴ」というラベルが貼られたパックに

入ったもので、同じスーパーマーケットで同時に購入しまし

た。それぞれのパックから 2 つずつ果実を選んで DNA を抽出

し、サンプル C1 と C2、サンプル D1 と D2 というラベルを貼り

ました。

DNA 抽出

C と D のどちらのサンプルについても、DNA の抽出には、臭化

セチルトリメチルアンモニウム (CTAB) 緩衝液 (50 mM の Tris-
HCl 4 M の NaCl、1.8 % の CTAB; 25 mM の EDTA) を使用しまし

た。まず、それぞれの果実サンプルから約 100 mg を計量して

ホモジナイズし、次に上記の CTAB 緩衝液で DNA を抽出してか

ら 100 µL の 1x TE 緩衝液で再懸濁し、最後に分光光度計で定量

しました。

PCR サイクル条件

以下のものから 25 µL の PCR 反応混合液を作成しました。

12.5 µL の 2x Fast Start PCR Master 混合液 (製品番号 04710436001、
ロシュ社); 300 nM の適切な順方向プライマー; 300 nM の適切な

逆方向プライマー; 15 ng の試料ゲノム DNA; および、終容量を

25 µL に調整するために加える滅菌蒸留水。

PCR サイクルは (MJ Research Tetrad #2 PCR 装置)： 95 °C で 6 分
間加熱後; 括弧内のサイクルを 40 回 (95 °C で 1 分間、60 °C で 1
分間、72 °C で 1 分間); その後、72 °C で 10 分間、4 °C で保持。

Agilent 2100 バイオアナライザでの DNA 1000 チップの使用

すべてのチップは、Agilent DNA 1000 LabChip キットの添付指

示書に従って調製しました。ゲル色素混合液は、400 µL のゲル

マトリックスに 20 µL の色素濃縮液を混ぜてからスピンフィル

ターでろ過したものです。ゲル混合液と色素混合液を DNA1000
チップに充填し、各サンプルウェルに 5 µL のマーカーを加えま

す。各サンプルウェルにサンプル (各 1 µL) を、所定のラダー

ウェルにキット付属の DNA サイズマーカー (ラダー) (1 µL) を加

え、専用Vortex で撹拌/混合したのち、Agilent 2100 バイオアナ

ライザで分析しました。
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結果と考察

Fvi11 による解析

文献 [3, 4] によれば、「Fvi11 は、(GA)16 反復モチーフの配列で

あり、栽培種イチゴに塩基長 137 bp 前後のアンプリコンを発現

させるが、同時にフラガリア属内でアンプリコンサイズに多型

性も見られる」とあります。ただ、Fvi11 はキイチゴと交差反

応しないため、キイチゴ試料による反応ではアンプリコンは検

出されないはずです。

今回の研究の結果 (図 1A および 1B) を見ると、Fvi11 との反応

で は各イチゴサンプル (A および C) に 122 bp 前後のアンプリ

コンのあることが分かります。282 bp と 290 bp にもアンプリコ

ンが散見されますが、本調査の限られた実験データの範囲内で

は、十分な再現性は認められませんでした。図 1A と 1C を見る

と、Fvi11 はキイチゴサンプル (B および D) と交差反応していな

いことが分かります。

ネガティブコントロールでは、検出可能な増幅が見られません

でした。さらに、Fvi11 が、イチゴ果汁 40 パーセント入りと明

記されている市販のイチゴソースサンプルに対し陽性結果を示

し、他の試料と同じ塩基長 122-bp のアンプリコンを生じたこ

とは (図 1D)、この分析法を当該果実を含む加工食品にも適用可

能なことを示唆しています。

図 1A: Fvi11 と各サンプルの反応物を分析したゲルイメージ

図 1B. Fvi11 とイチゴ由来 DNA の反応物を分析したときのエレクト
ロフェログラム

図 1C. Fvi11 とキイチゴ由来 DNA の反応物を分析したときにはバン
ドが観測されないことを示すエレクトロフェログラム

イチゴ(C1)

イチゴ(C1)

キイチゴ(D1)

キイチゴ(D1)
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Fvi20 による解析

文献 [3, 4] によれば、「マイクロサテライトマーカー Fvi20 は、

(GA)20 単純反復配列モチーフの配列であり、フラガリア属は塩

基長 162 bp 付近に 1 つまたは複数のバンドを発現させるが、キ

イチゴ (ルブス) 属にはアンプリコンを 1 つしか発現させない」

とあります。

今回の研究の結果 (図 2A および 2B) に基づいて、イチゴサンプ

ル (A および C) に対して Fvi20 による解析を適用してみると、

144、162、および 175 bp 付近に 1 つまたは複数のアンプリコン

のバンドが現れました。本研究で調べた、限られた数のイチゴ

サンプルでは、144-bp の DNA 断片は必ず現れ、しかも主産物

となりました。これに比べ、他のバンドの生成量は少なく再現

性も乏しい結果となりました。

キイチゴサンプル (B および D) に Fvi20 による解析を適用した

結果 (図 2A および 2B) には、136 bp にバンドが 1 本現れていま

す。このバンドは、イチゴ栽培品種に特異的に発現する 144 bp
前後のアンプリコンと容易に区別することができます。

ネガティブコントロールと抽出ブランクでは、検出可能な増幅

は見られませんでした。また、市販のイチゴソースサンプルに

Fvi20による解析を適用したプロファイルには、イチゴ DNA に
特異的な 143 bp と 161 bp 付近のバンドが現れています (図
2D)。

図 2A. Fvi20 と各サンプルの反応物を分析したゲルイメージ

図 2B. Fvi20 とイチゴ由来 DNA の反応物を分析したときのエレクト
ロフェログラム

図 1D. Fvi11 とイチゴソースサンプル由来 DNA の反応物を分析した
ときの特異的エレクトロフェログラム
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結論

これまで Fvi11 と Fvi20 のマイクロサテライトマーカーはイチゴ

類 (フラガリア属) の遺伝的変異を調べるのに用いられて来まし

た。今回の研究結果は、PCR と Agilent 2100 バイオアナライザ

の併用によるイチゴとキイチゴの DNA識別を目的とした 2 つの

プライマー (Fvi11 と Fvi20) の新たな利用法を示しました。この

アプリケーションノートに示した、実験結果とアンプリコンサ

イズから判断して、この手法は食品偽装防止検査に役立つもの

と思われます。また、この研究結果は、フラガリアとルブスと

いう特定の種に限られたものではありません。PCR 産物を

Agilent 2100 バイオアナライザで分析すれば、従来の PCR を使

用してイチゴとキイチゴのDNA識別を明確に行えることも示し

ています。
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詳細情報

アジレント製品とサービスの詳細については、アジレントの

ウェブサイト www.agilent.com/chem/jp をご覧ください。

図 2C. キイチゴ由来 DNA に Fvi20 解析を適用したときにはバンドが
1 本のみ現れることを示すエレクトロフェログラム

図 2D. イチゴソースサンプルに Fvi20 解析を適用したときに見られ
るイチゴ DNA 特異的なエレクトロフェログラム
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