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1.背 景 2.材 料 と方法

ニ ホ ン ヤ マ ビル(Haemadiρsatvaρonicの はAnnelida

Clitellataに属 し,日 本 で最 も一般 的な陸生吸血 ビルで あ

る(Fig.1)。日本 にお けるそ の分布 は局地 的であ り,吸 血す

る動物に依存す る形で特異的に進化 を遂げて きた背景が

あ る。 しか し,近 年地球温暖化の影響 もあ り,そ の生息

分布 域が拡大傾 向にあ る1)。 日本 に分布す るニホ ンヤマ

ビル の個 体群 の違 い を ミ トコン ドリアDNA(mtDNA)の

差 異か らアプ ローチ 袖す るこ とで,増 加す る個体群の認

識 が可能 とな り,予 防策が と りやす くな る。ニホ ンヤマ

ビルの体組 織は非常に固 く,壊 れに くい。 さらに自己分

解 能が高いため,そ の組織抽出液 をいか に得 るかが鍵 と

な る。 今 回,一 般 的 な タ ンパ ク 質 分 解 酵 素 で あ る

ProteinaseK処 理 を行 わないかたちで,よ り純粋なmtDNA

抽 出 法を確 立 したので報告す る。

Fig.1ニ ホ ン ヤ マ ビ ル(Haema(Yipsa/aρonica)

ニホンヤマ ビル は神奈川 県愛 甲郡清川村(標 高:370m,

El39013',N35031')で 採 集 した個体群 を用いた。

ニホンヤマ ビル は体組織 が非 常に固いため,mtDNA抽

出 は組織切片 をSDS溶 液 に入れ,ProteinaseKを 添加 し,

50℃ で イ ンキュベー トす るProteinaseK処 理 を行 うこと

が多い。 しか し,今 回 はProteinaseK処 理 を行わない手法

を用 いた。 あ らか じめ,用 い る器 具(解 剖 用ハサ ミ ・替

刃用 メス ・ピンセ ッ ト ・ガ ラス板 等)は フ リーザーで氷

冷 してお く。 生きた個 体を一時的に フリーザー(-70℃)で

凍 らせ,凍 った個 体の前 ・後吸盤 を解剖 用ハサ ミで取 り

除いた。胴体部分 を3～4等 分 し,そ れ をガ ラス板 の上で

替 刃 用 メ ス(FUTABA)に よ り細 か く刻 ん だ 。 そ こに

Homogenatebuffer(mtDNAExtractorCTKit)lmlを 力口え,そ

の切片 をホモジナイザーで短 時間ホモジナイズ し,上 澄

みを組織抽 出液 として用 いた。 以上の作業は全て氷上で

行 った。

そ の後,mtDNAExtractorCTKitの 使 用法 に基づ き,

mtDNA抽 出 を行 った。mtDNAの 確 認 はNCBIGenBankの

cytochromecoxidasesubunit(COI)の 塩 基配列 に基づ いた

プ ライ マv--5-7)によ り,ミ トコン ドリア のCO1領 域 を

PCR(95℃20sec.,60℃20sec.,72℃1min.,35cycles)で 増 幅 さ

せ,電 気泳動 に供 した。

3.結 果
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ProteinaseKで 処 理 したmtDNAを 用 いたCOIPCR結 果

をFig2Aに 示 す。coI由 来 のPcR増 幅 産物(1299bp)に 明 瞭

なバ ン ドが形成 され てい るが,そ の上部にスメアが確認

され る。 しか し,今 回の抽 出法で得 たサ ンプル を用いた

場合 にはスメアは出現せず(Fig.2B),colの 領 域 由来PcR

増 幅産物 のみの明瞭なバ ン ドが得 られ た。
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Fig.2COIPCR結 果

A,ProteinaseK処 理 後のDNAをtemplateに したPCR結 果

B,開 発 した処理法 で抽 出 され たDNAをtemplateに した

PCR結 果
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4.考 察

ニホンヤマビルは体組織が非常に固く,組 織を破壊 し

づらい。また,自 己分解能が高いため,DNAが 破壊され

やすい傾向がある。一般にProteinaseK処 理により組織を

完全破壊 し,組 織抽出液を得るが,そ の抽出液を用いた

場合,ス メアが高頻度で出現する。おそらく核内DNAが

大量に存在するため,純 粋にmtDNAの みの抽出が困難で

ある。 しかし,今 回の抽出法ではスメアが出現せず,よ

り純粋に近い形でmtDNAの みの抽出が可能である。氷上

において組織を一連の破砕過程を経れば,細 胞を上手く

破壊でき,mtDNAの みを効率的に抽出可能である。
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