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近年, 家畜や家禽においてもゲノム解析が進展し, マ

イクロサテライトや一塩基多型 (����) などの���多
型マーカー情報が集積され, 個体識別や品種識別などが

実用化されている3). また, 家畜や家禽の経済的に重要
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な形質と関連する���多型マーカーが単離され, 育種
選抜において実用化されつつある1). これらの実験を高

精度に行うためには, 多検体からのゲノム���抽出が
必須である. それゆえ, ゲノム���の抽出法には安価・
迅速・高純度に精製できる手法がよいと考えられる. 植

物で確立されたガラス繊維ろ紙法2)は, ���が二酸化ケ
イ素 (���2) を主成分とする担体に結合しやすいという
性質を利用したゲノム���抽出法である. この方法で
は, 3段階の処理によってポリメラーゼ連鎖反応 (���)
に用いるに充分量のゲノム���を30分間以内で単離す
ることができる. また, 1サンプルあたりに用いる遠心

チューブも1本でよいため, 試薬等も合わせたコストは1

サンプルあたり10円未満である. さらに, 抽出した���は10 ���以上の������にも用いることができ,
ガラス繊維ろ紙に組織液を吸着させ, 室温乾燥状態で1

ヶ月放置した後, ���抽出操作を行ったサンプルでも
同領域を増幅できることが報告されている2).

そこで, 本研究では, ガラスろ紙法を家畜や家禽のゲ

ノム���抽出に応用するために, いくつかの条件検討
を試みたので報告する.�������������
材料には, ニワトリとウシの血球を各4または8サンプ

ル供試した. 血球は原液と生理食塩水で10倍・50倍・

100倍・150倍・200倍に希釈し, ゲノム���の抽出を
行った.���������������������
ガラス繊維ろ紙には, ワットマン社製の ��������������������������を用いた. まず, 抗酸化物質を
含む抗酸化溶液 (基本組成：20��トリス塩酸 (��8�0)・
2�� ����・1～20％抗酸化物質) にガラス繊維ろ紙を
浸潤し, 乾燥させた後, 5 ��角に裁断した. 裁断した
ろ紙に血球サンプルを吸着させ, エッペンドルフチュー

ブに移した. サンプル吸着後のろ紙はゲノム抽出に使用

した. なお, ここでろ紙を乾燥させ保存した.

サンプル吸着後のろ紙に以下の3段階の処理, すなわ

ち (1) カオトロピック塩 (蛋白質などの分子構造を不

安定化する性質を持つ) を含む固定液による処理, (2)

アルコールを含む高塩濃度の洗浄液による処理, (3)��緩衝液によるゲノム���の溶出処理を行った. 各
処理液の基本組成は, 固定液：100 ��トリス塩酸 (��
8�0)・10�������2��・7�グアニジン塩酸, 洗浄液：
50��トリス塩酸 (��8�0)・5�������2��・200��
塩化ナトリウム・60％エタノール, ��緩衝液：10 ��
トリス塩酸 (��8�0)・1 �������2��であった.
具体的には, サンプル吸着後のろ紙の入ったチューブ

に固定液を200μ�加えて軽く混和し, 室温で5分間静置
した. その後, 15�000 ���で10秒間遠心し, 上清を捨て
た. チューブに洗浄液を200μ�加えて軽く混和後,

15�000 ���で10秒間遠心し, 上清を捨て, ろ紙を洗浄し
た. 洗浄処理はもう一度繰り返した. さらに, 70％エタ

ノールを200μ�加えて軽く混和し, 15�000 ���で10秒間
遠心し, 上清を捨て, ろ紙を洗浄した. また, ろ紙に不

純物が付着していれば, 洗浄処理をもう一度繰り返した.

洗浄処理後, ろ紙を室温で乾燥させ, ��緩衝液100μ�
でゲノム���を溶出させた. 最後に, 15�000 ���で5
分間遠心し, 得られる溶液を���反応の鋳型���溶
液として用いた. なお, すべての処理は室温にて行い,

調整された���サンプルを4℃で保存した.������
今回のガラス繊維ろ紙法について検討した項目は以下

のとおりである. ① 吸着させる血球サンプルの希釈倍

率, ② 抗酸化物質である亜硫酸��の濃度, ③ サンプ

ル吸着後のろ紙の乾燥処理の有無, ④ 抗酸化物質とし

て, 亜硫酸��とビタミン�の検討, ⑤ サンプル吸着

後のろ紙の保存期間, の5項目であった.����������
抽出されたゲノム���は, ���増幅により性能確認
を行った.���には, ������������� ������������(�����������������) を用い, 定法に従って行った. 用いたプラ
イマーは, ニワトリでは第1染色体の���(��15975079)
を含む1�030 ��領域を増幅する�26��(5�����������������������3�) と �26�� (5�����������������������3�) を用いた. 他方, ウシは, チロシナー
ゼ関連遺伝子である����2 遺伝子の795 ��領域を増幅
する������(5�����������������������3�) と������ (5�����������������������3�) を用い
た.

さらに, ニワトリから抽出されたゲノム���では,������も試みた. ������には, ����� (������������) を用い, 定法に従って行った. 用いたプライ
マーは, ���1遺伝子内の4�474 ��領域を増幅する���1��13� (5�������������������������������
3�)と���1��18� (5�������������������������������3�), および���遺伝子内の5�370 ��領域を増
幅する���3�(5���������������������� �������������3�)と���3� (5�����������������������������������3�) を用いた. ���反
応後の溶液はアガロースゲル電気泳動で解析し, 増幅産

物の有無を確認した.���������������������
ニワトリとウシの血球を原液と生理食塩水で10倍・50

倍・100倍・150倍・200倍に希釈し, ゲノム���の抽
出を行った. なお, 各区4サンプルで実施した. 抽出し

た���の濃度を測定した結果, すべての希釈倍率でゲ
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ノム���が得られ, その量は原液が最も多く, 50～200
倍希釈で 1μ�程の���が抽出可能であった (表1).
得られたゲノム���を鋳型として用いて���を行
なった結果, ニワトリでは50～200倍希釈で1 ��の���
産物が確認され, 原液・10倍希釈では���産物が確認
できなかった (図1�). これは, タンパク質などの不純
物が���反応を阻害したのではないかと考えられた.
他方, ウシではすべての希釈倍率で���産物を確認す
ることができた (図1�). また, ニワトリ血球100倍希
釈から得られたゲノム���を用いて������を行ない,
4�474 ��領域および5�370 ��領域を増幅することができ
た (図2). 以上の結果から, ろ紙を利用したゲノム���抽出法が家畜・家禽の血球においても有効であり,
その希釈倍率が, ニワトリで50～200倍, ウシで1～200

倍で利用可能であることが示された.�������������������
血球を吸着させたろ紙を長期保存するために加える抗

酸化物質である亜硫酸��の濃度を1・5・10・20％の4
区用意し, 抽出���量の変化と���増幅産物の有無
を確認した. サンプルはニワトリ血球の100倍希釈液を

供試し, 各区8サンプルで実施した. その結果, すべて

の濃度でゲノム���を得ることができ, ���増幅も確
認できた (表2). したがって, 亜硫酸��の使用量と保
存, ���抽出量を考慮すると, すでに植物で報告され
ている10％で問題ないことが示唆された.�����������������
血球サンプル吸着後のろ紙を, 乾燥せずすぐに���

抽出した場合 (未乾燥区) と, 乾燥後, ���抽出した
場合 (乾燥区) との間で���抽出量の変化と���増
幅産物の有無を比較した. サンプルにはニワトリ血球の

50・100・150・200倍希釈したものを各8サンプル用いた.

その結果, 全ての区で乾燥区が未乾燥区よりも���量
が多く, ���増幅も確認できた (表3とデータ示さず).

以上の結果から, サンプル吸着ろ紙は未乾燥よりも乾燥

した方が効率的に���抽出できることが示唆された.
これは, ろ紙を乾燥したことで固定液が染込みやすくな

り, サンプルとの反応が改善されたのではないかと推察

した.

家畜・家禽のゲノム���抽出におけるガラスろ紙法の検討 ��
��� �������������������������������
各希釈倍率で抽出したゲノム���から���増幅し, �) ニ

ワトリで1030 ��の, �) ウシでは795 ��の���産物を2％アガ
ロースゲル電気泳動により確認した. なお, コントロールとし
て, フェノール法で抽出したゲノム���(＋)と滅菌蒸留水(－)
を用いた. �) ニワトリでは50～200倍希釈で���産物を確認
できたが, 原液と10倍希釈では確認できなかった. �) ウシで
はすべての希釈倍率で���産物を確認できた.

��� ���������������������������������������������������������������
ニワトリ血球100倍希釈を吸着させたろ紙から抽出したゲノ

ム ��� (4サンプル：1～4) を ������により増幅し, �)���遺伝子内の5�370 ��領域, �)���1遺伝子内の4�474 ��領
域の���産物を1％アガロースゲル電気泳動により確認した.�は分子量マーカーである. その結果, �)�) ともに���産
物を確認できた.

��� �����������������������
希釈倍率

���量 �μ��1
ニワトリ ウシ

×1 7�58±1�42 7�79±1�99
×10 2�50±0�77 1�50±0�05
×50 1�51±0�14 0�75±0�03
×100 0�98±0�10 0�73±0�06
×150 0�91±0�02 0�83±0�07
×200 1�28±0�17 0�88±0�33
1 平均±標準偏差

��� ����������������������
亜硫酸��濃度 ���量 �μ��1

1� 0�93±0�14
5� 1�00±0�14
10� 1�03±0�10
20� 1�46±0�40

1 平均±標準偏差

��� ������������������������
希釈倍率

���量 �μ��1
未乾燥 乾燥

×50 1�51±0�14 2�03±0�39
×100 1�49±0�71 4�13±0�42
×150 1�13±0�21 2�84±1�32
×200 1�34±0�69 3�08±0�71
1 平均±標準偏差



����������
抗酸化物質である亜硫酸��を強い抗酸化作用があり
有害性のないビタミン� (アスコルビン酸��) に代替
し, 抽出���量の変化と���産物の有無を確認した.
サンプルはニワトリ血球の100倍希釈液を供試し, 各区8

サンプルで実施した. その結果, 血球吸着後のろ紙をす

ぐにゲノム抽出に利用すると, 全ての区で���増幅可
能なゲノム���を得ることができた (図3�) が, 乾燥
させるとゲノム���が得られなかった (図3�). 以上
の結果は, ビタミン�がサンプル吸着後のろ紙の保存
には利用できないことを示唆し, 本法には不適であるこ

とが示された.�����������������
血球を吸着させたろ紙を乾燥後, 一定期間室温で保存

したものからゲノム���を抽出し, 得られる���量
の変化と���産物の有無を確認した. サンプルはニワ
トリ血球100・150・200倍希釈を供試し, 各区8サンプル

で実施した. その結果, 乾燥後4週間まで���の抽出
が可能であることが確認できた (表4). また, 一部に薄

いバンドがあるものの, ���産物についても確認する
ことができた (図4). 同様のろ紙を半年間保存して, 同

実験を行なった結果, ���が分解され, ���産物を得
ることができなかった (データ示さず). これは, 室温

乾燥状態で放置している間にろ紙が空気中の細菌等に汚

染され, ���が分解されたと推察された. そこで, 現
在, 酸素を通さない袋に脱酸素剤とともにサンプルろ紙

を密封し, どの程度保存可能かを検討中である.

以上の検討結果から, ガラス繊維ろ紙を用いたゲノム���抽出法は家畜・家禽のゲノム���抽出にも有効
であることが示された. また, 本法を効果的に利用する

ためには, 家禽では血球の希釈倍率を50倍以上にするこ

と, 抗酸化剤としては10％亜硫酸��が適当であること,
ろ紙はサンプル吸着後に乾燥させることが重要であるこ

とが示唆された. 本研究ではサンプル吸着後のろ紙を4

週間まで保存可能であることを確認した. 得られる���は通常の ���や ������のみならず, 96か所の����をマルチプレックス���により遺伝子型判定する�������2法にも利用可能であることが示されている4).

現在, 前述のように, 保存方法の改善による保存期間

の延長を検討中である. また, 血球以外のサンプル (肉・

唾液・糞便) についても利用可能かについて検討してい

る. 本法は, コスト面で優れているが, 16個体の血球か

ら1時間でゲノム���を抽出できることから, 時間面
においても優れた方法であり, 家畜や家禽においても多

検体の遺伝子型判定に有用な技術であることが示された.� �
【目的】家畜や家禽における安価で迅速なゲノム���
抽出法の確立を目的として, 本研究では, 植物で実績の

あるガラス繊維ろ紙を用いた���抽出法を検討したの
で報告する.

【材料及び方法】材料には, ニワトリ血球とウシ血球

を各4または8検体供試した. 方法は基本的に村元ら(200

5)2)を参照し, 以下の5項目 (①血球の希釈倍率, ②抗

酸化物質の濃度, ③サンプル吸着ろ紙の乾燥処理, ④抗

酸化物質の種類, ⑤サンプル吸着後の保存期間) につい

て, ���抽出と���増幅の可否を検討した.
【結果及び考察】1. 血球の希釈倍率は, ニワトリでは

50倍～200倍で1μ�程度のゲノム���が得られ, 1 ��
の���産物が確認できた. また, ������によって約5��の産物も確認できた. 他方, 原液と10倍希釈ではゲ
ノム���が抽出されたが, ���増幅できなかった. ウ
シでは原液で7�8μ�程度・10倍で1�5μ�程度･50倍～200
倍で1μ�程度のゲノム���を得ることができた. また,
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ビタミン�20％区で抽出したゲノム���を1％アガロースゲ

ル電気泳動により観察した. �) サンプル吸着後のろ紙を乾燥
せず, すぐにゲノム抽出に利用した(未乾燥区). �) サンプル
吸着後のろ紙を乾燥後, ゲノム抽出に利用した(乾燥区). その
結果, �ではゲノム���を確認できたが, �では確認できな
かった.

��� �������������������
保存期間

���量 �μ��1
×100 ×150 ×200

0��� 1�49±0�71 1�13±0�21 1�34±0�70
1��� 4�13±0�42 2�84±1�32 3�08±0�71
1���� 1�90±0�32 1�99±0�22 1�69±0�33
2���� 3�27±0�54 2�58±0�53 2�33±0�40
3���� 2�52±0�86 1�87±0�26 2�07±0�66
4���� 5�83±1�24 4�10±0�73 4�54±0�64
1 平均±標準偏差

��� �������������� ������������������
一定期間室温で保存したサンプルろ紙からゲノム���を抽

出した後, ���増幅を行ない, 2％アガロースゲル電気泳動に
より解析した. 0 ���は未乾燥を表し, 1 ���以降は乾燥後の
経過期間を表している. その結果, ���産物が4週間(4����)
まで確認できた.



���により800 ��の増幅産物を確認できた. 2. 抗酸化
物質である亜硫酸��の濃度は, 植物と同様10�でよい
ことが確認できた. 3. 血球を吸着させたろ紙を乾燥さ

せると, 乾燥せずすぐに抽出する場合に比べて���量
が増加した. 4. 抗酸化剤の亜硫酸��をビタミン�に
変更した結果, ゲノム抽出できないことが示された. 5.

サンプル吸着後の保存は, 室温で4週間まで���抽出
が可能であることを確認した. 本法は, 1サンプル当た

りの費用が10円程度で, コスト面で優れ, 16個体の血球

からおよそ1時間でゲノム���が抽出できた. 以上か
ら, ガラス繊維ろ紙を用いたゲノム���抽出法は家畜・
家禽のゲノム���抽出にも安価にかつ短時間で利用で
きることが示された. � �
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