
　アマノリ類は，日本沿岸に広く分布し，古くから食用利用
されてきた（藤塚 2020）。センジュアマノリ Pyropia kitoi (Ma.

Abe, N.Kikuchi, Tamaki, Tom.Sato, Murase, Fujiyoshi et Mas.

Kobayashi) D.J.Kim, T.O.Cho et B.Y.Wonは，Abe et al. (2021)

により記載された新種のノリで，千葉県の一部では天然葉状
体が食用利用されており，養殖種苗としても有望である可能
性が指摘されている（Niwa et al. 2022, Kim et al. 2023）。本種
の形態は，ウップルイノリ P. pseudolinearis (Ueda) N.Kikuchi, 

Miyata, M.S.Hwang et H.G.Choiに類似し，根様糸細胞から新
しい葉状部を発出させる点で両種は区別できるが，それ以外
の形態的特徴での区別は困難である（Abe et al. 2021）。また，
センジュアマノリの根様糸細胞からの葉状部の発出は室内培
養では高頻度で確認できるが，天然では単葉の個体も普通に
見られる（Abe et al. 2021）。そのため，天然の単葉個体は形
態での種判別は困難である。複数の葉状部を有する個体であっ

ても，根様糸細胞から新しく発出した葉状部であるのか，裂
葉であるのかを区別することは天然の個体では非常に困難で
あり，そのような葉状体の形態のみでの種判別はほぼ不可能
である。Niwa et al. (2023)は，センジュアマノリの簡易判別
法として葉緑体と核の遺伝子を用いた PCR-RFLP（polymerase 

chain reaction-restriction fragment length polymorphism）解
析による方法を開発したが，それはノリ養殖種苗の判別を目
的としたもので，主たる養殖対象であるナラワスサビノリ P. 

yezoensis f. narawaensis N. Kikuchi, Niwa et Nakadaとの判別
のみを検討していた。一方，天然では複数のアマノリ類が同
所的に生育することが多いため，多種を同時に判別できるこ
とが望ましい。そこで本研究では，センジュアマノリとウッ
プルイノリなど日本産アマノリ類の他種とを判別するための
簡易種判別法の開発を目的として，Abe et al. (2013)や玉城ら
（2019）が報告し，日本沿岸に生育するアマノリ類の多くを判
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Two mitochondria-encoded genes trnC-rns and ATP6 regions were amplified, and subsequently digested 
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showed five fragments (196, 178, 168, 90, 32 bp), and AluI showed two fragments (512, 152 bp). PCR-
RFLP patterns of these tree enzymes were identical among the four strains and four wild thalli of P. kitoi, 
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別できるmtDNAの PCR-RFLP法を用いた方法を検討した。
　本研究では，Abe et al. (2021)によりセンジュアマノリと判
別されている 4株（UM-KT6，UM-KT11，UM-KT12，Psp1）
および Abe et al. (2013)によりウップルイノリと判別されて
いる 1株（水産生物遺伝資源保存事業ジーンバンク株名：82

ウップルイノリ北浜，島根県出雲市産）のそれぞれの糸状体を用
いた。UM-KT6，UM-KT11および UM-KT12株は国立研究開
発法人水産研究・教育機構水産大学校と千葉県立中央博物館
分館海の博物館に，Psp1株は水産大学校で保存培養されてお
り，82ウップルイノリ北浜については，国立研究開発法人水
産研究・教育機構水産技術研究所長崎庁舎から分与された。
DNAの抽出は，Koike et al. (2007)および玉城ら（2012）に
従い，TNES-8M Urea緩衝液中で糸状体を鋏で細かく刻み，
加熱処理した。加熱処理した TNES-8M Urea緩衝液に 3M酢
酸ナトリウムを添加，遠心後，上澄み液のみを取り出しエタ
ノール沈殿させ，沈殿物を TE緩衝液に溶解した。この溶液
は，GENECLEAN KIT（MP-biomedicals）を用いて精製し
た。なお，本抽出法により抽出されたDNAを鋳型として，
約 2,000塩基のDNAを PCR法で増幅可能であることは予め
確認されている（玉城ら 2012）。抽出したDNAを鋳型とし
て，mtDNAの trnC-rns領域と ATP6領域について，Abe et 

al. (2013)に従い PCRを行った。PCRに用いたプライマーは，
前者はmit17BF（5'-GTCAGTTCGAATCTGGCCCTAGTT-3'）
とmit17R（5'-ATGTGTTAGGCCGACCACTA-3'），後者は
mit12BF（5'-CGTGTGGCCTGATGTCATAT-3'）とmit12CR

（5'-GCTCAATGGTCAGAGCATACG-3'）である。
　制限酵素は，trnC-rns領域では TaqI（Takara）を，ATP6領
域では SspI（Takara），AciI（BioLabs），AluI（Toyobo）およ

び BmgT120I（Takara）を用い，マニュアルに従って処理した。
また，UM-KT12株については，阿部ら（2008）や Abe et al. 

(2010, 2013)に従い，ダイレクトシークエンスにより trnC-rns

領域および ATP6領域の塩基配列を決定した後，各制限酵素
の認識配列を検索し，切断長を推定した。
　センジュアマノリと判別されている 4株およびウップル
イノリと判別されている 1株について，trnC-rns領域およ
び ATP6領域のいずれも 1本ずつの断片を増幅することが
できた（Fig. 1a, b）。センジュアマノリの trnC-rns領域およ
び ATP6領域における PCR産物は，UM-KT12の塩基配列
よ り trnC-rns領 域 で 1,359 bp（DDBJ accession number，
LC752534），ATP6領域で 664 bp（LC752535）であった。セ
ンジュアマノリは，TaqIにより切断された trnC-rns領域は 5

本の断片（726，439，150，37，7 bp）と推定されたが，泳
動像では 3本の断片が確認された（Fig. 1c）。また，ATP6領
域では，SspIでは 5本の断片（196，178，168，90，32 bp）
と推定されたが泳動像では 2本の断片が確認され（Fig. 1d），
AluIでは 2本の断片（512，152 bp，Fig. 1g）が確認された。
AciIと BmgT120Iでは切断されなかった（Fig. 1e, f）。セン
ジュアマノリの SspIによる断片像はウップルイノリのそれと
同じであった（Fig. 1d）。しかし，TaqI（Fig. 1c）および AluI

（Fig. 1g）の断片像は両種で異なっていた。これらのことか
ら，センジュアマノリとウップルイノリは，trnC-rns領域に
は TaqI，ATP6領域には AluIを使用すれば区別できることが
明らかとなった。また，本研究におけるセンジュアマノリと
Abe et al. (2013)で報告されているアマノリ類 18種および玉
城ら（2019）で報告されたアツバソメワケアマノリ Porphyra 

katadae var. hemiphylla C.K.Theng et T.J.Changのバンドパター

Fig. 1.  Gel electrophoresis band patterns of amplified mitochondria-encoded DNAs (a, b) and PCR-RFLP fragments (c–g) of Pyropia strains. Non-
restricted amplicons of trnC-rns (a) and ATP6 (b) from filamentous thalli of a Pyropia pseudolinearis strain (1: 82 Uppuruinori-Kitahama, from 
Izumo, Shimane), and four Pyropia kitoi strains (2: UM-KT6 from Isumi, Chiba; 3: UM-KT11 from Isumi, Chiba; 4: UM-KT12 from Choshi, Chiba; 5: 
Psp1 from Shimonoseki, Yamaguchi). Restriction enzymes used for trnC-rns is TaqI (c), and for ATP6 are SspI (d), AciI (e), BmgT120I (f ) and AluI (g). 
Both sides in each photograph show size markers.
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ンを比較したところ，センジュアマノリのバンドパターンは
報告された他のアマノリ類のいずれのバンドパターンとも異
なった。したがって，本研究の PCR-RFLP法を使用すれば，
形態観察は必要であるが，一層のアマノリ類 19種と 1変種を
簡易的に判別できることが明らかとなった。
　この結果を受けて，2022年 2月に山口県下関市沿岸
（34°04′13″N, 130°53′19″E）において，形態観察からセンジュ
アマノリと思われる葉状体を採集し（Fig. 2），上記の手順で
DNA抽出および PCR-RFLP分析を行った。分析した 4個体
はいずれもセンジュアマノリのバンドパターンを示した（Fig. 

3）。このことから，天然に生育しているノリ葉状体においても，
本手法を活用することができた。PCR-RFLP法は簡便な手法
ではあるが，制限サイトに塩基置換が起こっている場合はバ
ンドパターンが容易に変化してしまう。本手法による種判別
の精度を上げていくためには，個体差や地域差などを考慮し
たサンプリングを行っていく必要がある。
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