
                                                

岡崎のメダカはどこから来たか 

 ～岡崎産のメダカ（Orizyas latipes）におけるチトクロームｂ遺伝子の地理的な変異～ 

 

≪目的≫ 

DNA 抽出・PCR 反応・制限酵素処理・電気泳動などの分子生物学的な研究手法を用いて、メダカの 

ミトコンドリア DNA を分析することで、岡崎のメダカの起源を考察する。 

 

≪実験の流れ≫ 

１．マイクロピペット・電気泳動の練習 

 ２．メダカの DNA 抽出 

３．PCR 反応（実験Ⅰ） 

 ３．PCR 産物の制限酵素処理（実験Ⅱ） 

 ４．電気泳動と遺伝子判定（実験Ⅲ） 

 

≪参考文献≫ 

Takahara, Y. et al. (2003) Geographic variation and diversity of the Cytochrome b gene in Japanese wild 

populations of Medaka,Orizaias latipes. Zoological science, 20:1279-1291. 

 

 

実験Ⅰ：PCR反応 

≪実験内容≫ 

 抽出したメダカの DNA を PCR 処理して増幅させる。 

 

≪実験材料（２人で１斑）≫ 

各斑 マイクロピペット P20（１本）・P200（１本）、マジック（２本）、DNA サンプル（80μL）、 

   ８連 PCR チューブ（２セット）、 

各机 PCR 反応液（MIX）（約 500μL）、プライマー（Ｆ：約 36μL、Ｒ：約 36μL）、チップ＋廃チ

ップ入れ（１セット）、遠心機（教室に数台）、サーマルサイクラー（教室に１台）、 

 

≪実験方法≫ 

 １．各班に割り当てられた DNA サンプルナンバーを確認する → 【     】 

 

２．６本のチューブ（Ａ～Ｆ）に「個人番号（クラス＋名簿）＋制限酵素名」を書く。 

   （例）「701①HaeⅢ」、「701②MboⅠ」、「701③MspⅠ」、「701④AfaⅠ」、「701⑤TaqⅠ」、「701⑥PCR」 

  

 

 

 

 

     25μL   25μL   25μL   25μL   25μL   25μL 

 ３．下表を参考に、PCR 反応液、プライマー（F・R）、DNA サンプルを６本のチューブに入れる。 

   Ａ～Ｆそれぞれのチューブの総量は 25μL となる。 

 

反応液   １本分の量 

PCR 反応液 

（MIX） 

※ 調製済み 

D.W.（Distilled Water） 11.4 μL 

19.4μL 

5×KAPA Taq Ex. buffer 5.0 μL 

10mM dNTPmix (10μM/L each) 0.75 μＬ 

Taq polymerase（４倍希釈） 0.5 μL 

25nM MgCl₂ (mM) 1.75 μL 

プライマー（※） 
primer F (10μM/L)  1.3 μL 

primer R (10μM/L)  1.3 μL 

DNA サンプル   3.0 μL 

総量   25.0 μL 

 

   ※ 地理的変異調査用（チトクローム b遺伝子のプライマー） 

      Cy-b Fa 5’-ＡＧＧＡＣＣＴＧＴＧＧＣＴＴＧＡＡＡＡＡＣＣＡＣ- 3’ 

            Cy-b Rva 5’-ＴＹＣＧＡＣＹＹＣＣＧＲＷＴＴＡＣＡＡＧＡＣＣＧ- 3’ 

               （Ｙ＝Ｃ or Ｔ、Ｗ＝Ａ or Ｔ） 

 

 ４．必要に応じて遠心機で数秒遠心し、壁面の反応液を落とした後、 

   サーマルサイクラーにセットして PCR 反応をスタートさせる。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

≪結果≫ 

DNA の増幅の有無 → （ 有 ・ 無 ） → 実験Ⅱで使用するサンプル【       】 
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実験Ⅱ：PCR 産物の制限酵素処理 

 

≪実験内容≫ 

 PCR 処理して増幅させたメダカの DNA を５種類の制限酵素で処理する。 

 

≪実験材料（２人で１斑）≫ 

各斑 マイクロピペット P20（１本）・P200（１本）、1.5mL エッペンドルフチューブ（６本） 

 

共有 DNA サンプル（25μL×６）、チップ＋廃チップ入れ（１セット）、恒温槽（教室に２台）、 

遠心器（教室に数台）、ボルテックスミキサー（教室に数台） 

   制限酵素（①HaeⅢ・②MboⅠ・③MspⅠ・④AfaⅠ・⑤TaqⅠ） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

≪実験方法≫ 

 １．各班に割り当てられた DNA サンプルナンバーを確認する → 【   （     ）】 

 

２．６本の新しいチューブに「班名＋制限酵素名」を書く。 

（例）「701①HaeⅢ」、「701②MboⅠ」、「701③MspⅠ」、「701④AfaⅠ」、「701⑤TaqⅠ」、「701⑥PCR」 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３．下表を参考に、①～⑥のエッペンチューブに DNA サンプルを取り分ける。 

 

 ４．各テーブルを回り、①～⑥に制限酵素等を入れていく。 

    ※ 少量なので、ピペッティングをしながら確実に入れていく。 

 

    ① HaeⅢ 

（紫） 

② MboⅠ 

 （黄） 

③ MspⅠ 

（橙） 

④ AfaⅠ 

（橙） 

⑤ TaqⅠ ⑥ PCR 産物 

（酵素なし） 

DNA ｻﾝﾌﾟﾙ 

（μL） 
17 17 15 15 15 15 

制限酵素 

（μL） 
1 1 1 1 1 なし 

10×buffer 

（μL） 

2 

（10×M） 

2 

（10×K） 

2 

（10×T） 

2 

（10×T） 

2 

（Taq buffer） 
なし 

BSA 

（μL） 
なし なし 

2 

（赤） 

2 

（赤） 
2 なし 

酵素反応 37℃ 37℃ 37℃ 37℃ 65℃ なし 

 

   ※ buffer、BSA…緩衝作用や反応速度の調整のために入れる。 

 

 

 ５．必要があれば、ボルテックスミキサーや遠心器にかける。 

 

 ６．①～④を 37℃、⑤を 65℃の恒温槽に 30 分間入れ、酵素反応させる。 

    ※ ⑥は酵素反応を行わない。 
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実験Ⅲ：電気泳動と遺伝子判定 

 

≪実験内容≫ 

 制限酵素処理した DNA を電気泳動にかけ、結果からメダカの起源を考察する。 

 

≪実験材料（２人で１斑）≫ 

各斑 制限酵素処理した DNA サンプル、マイクロピペット P20（１本）、ローディングバッファー

（ウルトラパワーDNA セーフダイ：無害な DNA 染色液）、パラフィルム、マジック（２本） 

 

共有 サブマリン型電気泳動装置（１台）、チップ＋廃チップ入れ（１セット）、ゲル板、分子量マ

ーカー、遠心器（教室に数台）、ボルテックスミキサー（教室に数台） 

 

≪実験方法≫ 

 １．パラフィルム上にローディングバッファーを２μL ずつ、サンプル数分（６か所）置く。 

 

 ２．DNA サンプル（①～⑥）をチューブから８μL ずつ吸い出し、パラフィルム上のローディング 

バッファーと混合する。 

 

 

 

 

 

  

３．吸い出した DNA サンプル（①～⑥）を以下のようにゲル板のウェルに８μL ずつ入れる。 

  分子量マーカーに関しては５μL 入れる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ４．100V で 40 分間（ローディングバッファーの青い色素が８割程度進むまで）電気泳動を行う。 

※ DNA は－の電荷を帯びているので、【－極】→【＋極】方向に流れる。 

※ 本実験で使うマーカーは 100、200、300、400、500、600、700、800、900、1000、1500bpのバンドが現れ、 

500と 1000bpにやや濃いバンドが現れる。 

 

 ５．専用の撮影装置で撮影を行う。 

≪結果≫ 

１．電気泳動の結果を以下の表にまとめよ。マーカーを参考にし、各バンドの分子量も推定せよ。 

   ※ 裏面に写真を貼り、書き込んでもよい。 

 

   ★DNA サンプルナンバー【     】 

 

 

２．DNA の断片長パターン（論文 p1284 の Table２）と Mitotype（p1285 の Table３）を判断せよ。 

 

①HaeⅢ ②MboⅠ ③MspⅠ ④AfaⅠ ⑤TaqⅠ Mitotype 

      

 

    ➡ このサンプルは（        ）の地域のメダカに近縁と考えられる。 

 

 

 

【感想】                                                      
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