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ノスリのペリットの DNA 分析方法 

 

■はじめに 

従来の分析方法では、ペリットを顕微鏡的に分解し、骨や体毛、羽毛といったサンプルを

既知の標本と照らし合わせながら同定を行っていた。この方法では消化が進んだサンプル

や餌個体が未成熟な場合には同定の手がかりが乏しかったり、専門家の不足、標本の不足に

よって同定が可能な範囲が限られていた。 

一方、近年開発された次世代シーケンサー※１と呼ばれる新たな DNA 分析装置の利用に

よって、DNA レベルから餌動物を同定できる技術のベースが整い、少しの DNA さえ抽出

できればサンプルの状態に関係なく餌生物の同定が一定の精度で分析可能になった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

■分析方法 

１． ペリットを凍結粉砕する※３ 

２． DNAを抽出する※４ 

３． 哺乳類、鳥類といった分類群ごとに、最適なプライマー(表１)を用いてミトコンドリア

DNA（図１）の 12s rRNA もしくは 16s rRNA 領域の DNAライブラリ（今回の場合は

様々な餌動物の DNA が混ざったもの）を調整する 

４． シーケンサーMiSeq（illumina 社製）を用いてライブラリの DNA配列を決定する 

５． 得られた DNA配列を整理して、データベースのDNA配列と照合し、生物種を特定す

る 

 

 

 

 

 

 

 

 

※１ 次世代シーケンサーとは？ 

シーケンサーとは、DNA配列を自動的に決定する機械を指す。従来のシーケンサ

ーは１サンプルに１つの DNA 配列しか決定できなかったが、次世代シーケンサ

ーは多数の混合された DNA を一度に配列決定することができる。これとDNAバ

ーコーディング※２の技術を組み合わせることで、種が混合したサンプルから生

物相を一度にリストアップできるようになった。 

 

図１ ミトコンドリア DNA の模式図 

真核生物の細胞小器官であるミトコンドリ

アは独自の環状 DNA を持っている。その

DNA 配列は変異が大きく、種の同定や分類

の基準として一般的に用いられる。動物の

DNAバーコーディングにはCOI領域が利用

されているが、検出できない種があるため、

今回は出現が予想される分類群ごとに 12S

と 16S rRNA のプライマーを用意した。 
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表１ 各分類群の同定で使用したミトコンドリアDNAの領域とプライマー配列 

 

 

■どのような結果が得られるか 

DNA配列の分析結果で検出された全種に対して、以下の項目がリストアップされる。 

・データベースの配列と比較して相同性（一致度）が高い生物の種名 

・リード数（配列決定が成功した DNAの数） 

 

分類群 領域名 プライマー名 プライマー配列 [5'→3']

MiMammal-U-F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNNNGGGTTGGTAAATTTCGTGCCAGC

MiMammal-U-R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNNNNNCATAGTGGGGTATCTAATCCCAGTTTG

MiMammal-E-F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNNNGGACTGGTCAATTTCGTGCCAGC

MiMammal-E-R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNNNNNCATAGTGAGGTATCTAATCTCAGTTTG

MiMimmal-B-F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNNNGGGTTGGTTAATTTCGTGCCAGC

MiMimmal-B-R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNNNNNCATAGTGGGGTATCTAATCCCAGTTTG

gFrog-U-F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNNNAGACCCCATGGAGCTTHAAAC

gFrog-U-R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNNNNNATTGCGCTGTTATCCCYAGG

gSalamander-U-F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNNNCACCGCGGTTATACGAGARAC

gSalamander-U-R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNNNNNGCACCGCCAAGTCCTTTGAG

gTurtles-U-F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGAGGYYCYACCTGTCTCTTAC

gTurtles-U-R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGATCAADTATATTGGATCRTTTTGC

gSnake-U-F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNNNTTGTAGACCHGTATGAAAGG

gSnake-U-R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNNNNNGGTGCTAAACCTTCTTTTTG

gInsect-U-F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNNNGATAGAAACCAACCTGGCT

gInsect-U-R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNNNNNGACGAGAAGACCCTATA

gBird-U-F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNNNCAAGTATTGAAGGTGATG

gBird-U-R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNNNNNCCCTGGGGTAGCTTGG

昆虫類 16S rRNA

鳥類 16S rRNA

哺乳類 12S rRNA

両生類

16S rRNA

12S rRNA

爬虫類

16S rRNA

16S rRNA

※２ DNAバーコーディングとは？ 

未知のサンプルからバーコードを読むかのように種を同定する手法。決められた

領域の DNA 配列分析し、予め登録されている DNA 配列のデータベースに照合

して種を特定する。 

※３ サンプルの凍結粉砕 

乳鉢にサンプルと液体窒素を入れ、乳棒を使って磨

り潰す。凍結して機械的に粉砕することで、DNAを

回収しやすくなる。 

※４ DNA抽出 

DNeasy Blood & Tissue キット（Qiagen社）を用いて、爪および毛髪からのトー

タル DNA分離のプロトコルに従って DNAを抽出する。 

https://www.qiagen.com/us/resources/download.aspx?id=eecc0cdd-a180-45e6-

a842-fa5567bf6edc&lang=ja-JP 

 

https://www.qiagen.com/us/resources/download.aspx?id=eecc0cdd-a180-45e6-a842-fa5567bf6edc&lang=ja-JP
https://www.qiagen.com/us/resources/download.aspx?id=eecc0cdd-a180-45e6-a842-fa5567bf6edc&lang=ja-JP
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■さらに詳細なWEB 情報 

・次世代シーケンサーのDNA配列決定の原理 

https://jp.illumina.com/content/dam/illumina-

marketing/apac/japan/documents/pdf/2013_illumina_techsupport_session19.pdf 

・DNAバーコーディングについて：日本バーコードオブライフ・イニシアティブ（JBOLI） 

http://www.jboli.org/ 

・バーコードオブライフデータを用いた生物種同定システム 

http://www.gbif.jp/bol/ 

・相同性検索ツール：BLAST 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

 

https://jp.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/apac/japan/documents/pdf/2013_illumina_techsupport_session19.pdf
https://jp.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/apac/japan/documents/pdf/2013_illumina_techsupport_session19.pdf
http://www.jboli.org/
http://www.gbif.jp/bol/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

