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メダカの DNA 分析実験キット 
母親はどっち？ 

 生物教育研究所 研究員    西郷 孝 
（名城大学農学部生物資源学科 非常勤講師 
愛知淑徳大学健康医療科学部 非常勤講師） 

はじめに 

PCR、制限酵素処理、アガロースゲル電気泳動は、DNA を取り扱う基本的な実験操作である。マイクロピペッ

トや電気泳動装置などの機器を保有している学校も増えてきたが、十分に活用されていないことも多い。 「メダ

カの DNA 分析実験キット」は、ミナミメダカとキタノメダカ、および両者の雑種の胚を材料にして、DNA を取り

扱う基本的な実験操作を体験するものである。 
「電気泳動のみ実施したい」という希望が多いので、これを「基本セット」とし、 DNA の抽出、PCR、制限酵

素処理は「オプション」として、実施校のリクエストに応じてアレンジして試料等を提供している。 
 

概要  

日本には、キタノメダカ Oryzias sakaizumii とミナミメダカ Oryzias latipes
の２種のメダカが生息している（キタノメダカの記載は 2011 年）。この２

種は交配可能であり雑種もできるが、雑種には♀ミナミメダカ×♂キタノ

メダカの場合と、♀キタノメダカ×♂ミナミメダカの場合がある。ミナミ

メダカとキタノメダカでは、核とミトコンドリアで DNA の塩基配列が異

なっている部分があるので、DNA を抽出して、核とミトコンドリアの DNA
の一部を PCR 法で増幅させて制限酵素処理を行うと異なるサイズの DNA
断片が得られる。これらの DNA 断片をアガロースゲル電気泳動して得られ

るバンドの比較から､DNA を採取した「雑種メダカ」の母親が、ミナミメダ

カなのかキタノメダカなのか（「母親はどっち？」）を判定することができる。 
 

交配   ミナミメダカとキタノメダカのそれぞれの胚、ミナミメダカとキタノメダカの交配による雑種（F1）の胚を
得る。雌雄を入れ替えた交配も行い雑種（F1）の胚を得る。 

 
DNA の抽出  両親と雑種（F1）の胚から DNA を採取する。 

 
  PCR 法による DNA の増幅 抽出した DNA（３種類）について、核 DNA の一部（チロシナーゼ遺伝子部分）とミ

トコンドリア DNA の一部（シトクロム b 遺伝子部分）を PCR 法によって増幅する。（計 6 種類） 
 
  制限酵素による DNA の切断 6 種類の PCR 産物を、２種類の制限酵素を用いて切断する。（チロシナーゼ遺伝子部

分には EcoRV、シトクロム b 遺伝子部分には BglⅡを使用する。） 
 
 
 アガロースゲル電気泳動 6 種類の試料と DNA サイズマーカーを 

アガロースゲル電気泳動装置にかける 
 
 電気泳動パターンの観察と考察 電気泳動の結果（泳動像）を観察して考察を行う。 
 
 
キットを使った生徒の感想の例 
・問題集や授業でならったことが、実験をやってみてより分かるようになった。 
・教科書でみて、実際に実験をやってみることで、電気泳動のイメージがしやすくなった。 
・高価な器具を慎重に扱うことの大事さ、少し失敗するだけできちんとした結果がでないことがよくわかった。 
・実際に DNA を目に見える形で見たのははじめてなので、興味深かった。 
・この実験を通して、「DNA＝複雑で難しい」から「意外と身近なもの」と思えるようになった。 
・核にある DNA とミトコンドリアにある DNA の遺伝様式が違うことが、自分で見比べて確認することができた。  
キットを使った教員の感想の例 
・それぞれの生徒が、普通の高校ではできないことをやったという満足感にあふれていました。 
・電気泳動を実際に見ることでよく分かったという感想ばかりでした。 
・貴重な体験を生徒にさせることができましたこと、心から感謝致します。 
・実験はまずまずうまくいきました。メダカについて、実験操作についての説明を行い、実際の実験操作、電気泳動をセ

ットしてから待っている間に、制限酵素で切ってできる断片と塩基対の数をカウントしているうちに、ちょうど電気泳

動が終わり、結果をトランスイルミネーターで見るという流れでちょうど 65 分が過ぎました。（基本セット） 

オプション： 
ミナミメダカの核遺伝子のみ行う 

基本セット 
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学校で準備するものと提供するもの 
   
 基本セット   生徒用実験マニュアル付き 
◎学校で準備するもの （場合によっては貸し出し
や提供できるものもあります。要相談） 

［全体］ 小型遠心機（スピンダウン用）､ボルテッ
クスミキサー､電気泳動装置､ゲルメーカー､電子
レンジ、青色 LED トランスイルミネーター（自
作も可能） 
試薬等： アガロース（0.3g×班）、TAE バッファ
ー（ゲル作成用、泳動槽 300mL）、パラフィルム 

［各班］ 20μL マイクロピペット､ピペットチップ
（チップケース入り）､50mL ビーカー、ペトリ皿 
◎キットとして提供するもの   
［各班］ すべて 0.2mL チューブに入れて班ごとに

袋に入れて分けてあります。 
DNA 断片６種 メダカ胚から抽出した DNA を

PCR で増殖し、制限酵素処理したもの 
ミナミメダカ 
（HT：プライマーTyrF/R／EcoRⅤ処理）    
（Hc：プライマーCytbF/R／BglⅡ処理） 

キタノメダカ 
（KT：プライマーTyrF/R／EcoRⅤ処理）    
（Kc：プライマーCytbF/R／BglⅡ処理） 

雑種メダカ  
（XT：プライマーTyrF/R／EcoRⅤ処理）     
（Xc：プライマーCytbF/R／BglⅡ処理） 

DNA サイズマーカー（DNA ladder）、 
DNA 染色液（UltraPower DNA SafeDye 希釈液 

オレンジ色） ローディング・ダイ（緑色）、  
 オプション  （基本セットに加えて必要なもの）  
生徒用実験マニュアルも提供いたします。 

◎学校で準備するもの （場合によっては貸し出しや提供できるものもあります。要相談） 
［全体］ 小型遠心機（高速のものが望ましい）、98℃ブロックヒーター、サーマルサイクラー、 

65℃・37℃恒温槽、ペッスル、フロート、クラッシュアイス（氷上のアルミブロックでも良い） 
◎キットとして提供するもの   

［各班］ 胚は 1.5mL チューブ、試薬はすべて 0.2mL チューブに入れて班ごとに袋に入れてあります。 
DNA の抽出  DNA 抽出液：QuickExtract   ミナミメダカの胚（アルコールで固定済み） 
PCR  PCR ミックス：KOD FX Neo（ポリメラーゼとヌクレオチド）   プライマー：TyrF/R 
制限酵素処理  EcoRⅤ（黄色チューブ） 

 
実験手順  

オプション Ⅰ 胚からの DNA の抽出 
① メダカの固定済みの胚が１個ずつ入った 1.5mL マイクロチューブに班番号を書く。 
② QuickExtract DNA Extraction Solution を 50μL 加え、ペッスルで胚を十分につぶす。 
③ 蓋をしてボルテックスミキサーで 15 秒間内容物を十分攪拌する。 
④ 小型遠心機にかけて、内容物をチューブの下部に集める。 
⑤ チューブをフローターにさして 65℃のウォーターバスに浮かべ、10 分間保温する。 
⑥ ボルテックスミキサーで 15 秒間攪拌して内容物をよく混ぜる。攪拌後はスピンダウンする。 
⑦ チューブをブロックヒーターのアルミブロックに入れ、98℃で 2 分間保温する。 
⑧ ボルテックスミキサーで 15 秒間攪拌して内容物をよく混ぜる。攪拌後はスピンダウンする。 
⑨ 98℃のブロックヒーターでさらに 2 分間保温したのち、氷上で温度を下げる。 
⑩ 15,000 回転で 2 分間遠心する。 
⑪ 上清（DNA が溶けている部分）をマイクロピペット（10μL にセット）で 10μL 量り取り、0.2mL チュー

ブ（蓋が赤色の印）に入れる。 
 

オプション Ⅱ PCR 法による DNA の増幅  （手動 PCR で行うことも可能）  
① 蓋が緑色の PCR チューブ（プライマーが 2μL 入っている）の記入スペースに班番号をマーカーで記入し、

スピンダウンする。（以降の操作はすべて氷冷下で行うのが望ましい） 
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② PCR ミックスの入っているチューブ（無印のもの）とミナミメダカ DNA（鋳型）の入ったチューブをそれ
ぞれスピンダウンする。 

③ PCR ミックスの入っているチューブ（無印のもの）の内容物をピペットで全量（16 μL）取って、ミナミメ
ダカ DNA の入った赤色印チューブに入れてスピンダウンする。 

④ ピペットのメモリを 18μL にセットし、PCR ミックスとミナミメダカ DNA の入ったチューブ（赤色印）の
内容物を全量（18 μL）プライマーの入ったチューブ（緑印）に入れる。 

⑤ チューブの蓋を閉めスピンダウンし、ボルテックスミキサーで攪拌した後、再びスピンダウンする。 
⑥ 蓋がしっかりと閉まっていることを確認し、軽くボルテックスミキサーで混ぜ、軽く遠心（スピンダウン）

する。（小型遠心機が 1.5ml マイクロチューブ用の場合、PCR チューブを遠心する時にはアダプターを装着し
て遠心する。アダプターは 1.5ml マイクロチューブの蓋を切り取ったもので代用できる。） 

⑦ サーマルサイクラーにセットする。（サンプルブロックに順番にしっかり押し込んで入れる。） 
⑧ サーマルサイクラーに、次のプログラムをセットし、スタートさせる。終了するのに 75 分ほどかかる。途

中で、サーマルサイクラーのディスプレイの部分をみると、現在どの段階であるかが分かる。 
94℃ 2 分 → （98℃ 10 秒，64℃ 30 秒，68℃ 30 秒）25 回 → 68℃ 3 分 → 4℃ ∞ 

 

オプション Ⅲ 制限酵素による DNA の切断 

① 制限酵素（EcoRV）の入ったチューブ（黄色印）に、PCR 産物を 4μL 入れる。微量なのでチップの先をチ

ューブの内壁面につけて出して、PCR 産物が確実にチューブに入ったことを確認するとよい。（水玉ができる）。 
② チューブの蓋を閉め、スピンダウンする。 
③ 蓋をしてボルテックスミキサーで攪拌し、小型遠心機でスピンダウンする。 
④ フロートにさして、37℃の恒温槽に浮かべ、1 時間反応させる。 
ここまでの処理で得た試料 HTを、他の試料に加えてアガロースゲル電気泳動で用いる。 

 
基本セット・オプション Ⅳ アガロースゲル電気泳動 
◎まず、各チューブをスピンダウンしてチューブラックに順番に並べる。 

① 2cm 程度の幅に切ったパラフィルム上にマイクロピペットで DNA 染色液を 4 μL 取り 8 つの液玉を作る。
それぞれの液玉の近くにローディング・ダイを 4 μL 取り液玉を作る。 

② サイズマーカー、DNA サンプル（HT、KT、XT、HC、KC、XC の順）を 4 μL ずつ量り取り、DNA 染色液

とローディング・ダイの液玉を混ぜる（ピペッティング）。（ピペットの先をパラフィルムに強く押しつけると

穴が開いてしまうので注意する） オプション自班で処理した HT をサイズマーカーと HT の間に挿入する。 
③ 作成したアガロースゲルをトレイごとプラスチック製のペトリ皿に取り出し、TAE バッファーをウェル（く

ぼみ）が液に浸かるまで入れる。 
④ ゲルのウェル（くぼみ）のある方を上にして、ウェルの左から順に、サイズマーカー、サンプルを 10 μL ず

つ入れる。このとき、マイクロピペットを片手で取り扱うのではなく、チップの上のピペットの部分に他方の

手の指を添えて、チップの先がしっかりとウェルの中に入るようにする。チップの先端が確実にウェルに入っ

ていることを確認してから内容物を出すこと。また、チップを奥まで入れすぎてゲルを突き抜けることがない

ように注意する。このとき、2ndSTOP まで押し込まなくてもよい。 
⑤ 電気泳動装置にアガロースゲルをトレイごとセットする。 アガロースゲルのウェルが電源ユニット側にある

ことを確認する。（小型のゲルの場合、同時に２枚セットできる。） 
⑥ 電気泳動槽にゲルが十分に浸かるように TAE バッファーを入れる。 
⑦ 電源ユニットを取り付け、泳動槽にフタをする。 
⑧ 泳動方向を確認し（DNA は＋極に向かって移動する）、電圧を 100V にセットしスイッチを入れる。 
⑨ 20 分経過したら電気泳動装置のスイッチを切り、コンセントを抜く。 

 

基本セット・オプション Ⅴ 電気泳動像を見る 
① ゲルをトレイから離し、ディスポペトリ皿に移す。 
② トランスイルミネーターの電源スイッチを ON にして、青色面にペトリ皿をのせ、オレンジ色のフィル
ターを通して電気泳動像（バンド）を観察する。（電気泳動像をデジタルカメラ等で撮影する） 

 

考察  

① オプション 電気泳動像から、自班が作成した試料が正しく作られていたか確認する。もし、うまくいかな

かった場合には、原因としてどのようなことが考えられるか。 

② HT、KT、XT の電気泳動パターンを比較して、核遺伝子はどのように子に伝わると考えられるか。 
③ HC、KC、XC の電気泳動パターンを比較して､ミトコンドリア遺伝子はどのように子に伝わると考えられるか。 
④ 実験に使った F1（X）は、♀キタノメダカ×♂ミナミメダカによるものなのか、♀ミナミメダカ×♂キタノ

メダカによるものか。そのように判断した根拠を示せ。 
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参考資料 関連部分の DNA 塩基配列データ   は制限酵素認識配列 

PCR で増幅した核遺伝子（チロシナーゼ遺伝子）領域の塩基配列（EcoRV で切断） 
ミナミメダカ 
TTTGTCTGCC GTTCTGCTGC AGTTCTTTGA GACTTGTTGG AGCCAGTTTC CTCGCCCCTG TGCCAATTCA GAGGGACTGC GAACCAAGGA GTGCTGTCCA GTGTGGAGTG GAGATGGCTC ACCCTGTGGG GCCCTGTCTG 

GTCGCGGGTT CTGTGCAGAC GTCTCGGTTT CAGACGAGCC CAACGGGCCG CAGTACCCTC ACAGCGGGAT CGATGACAGG GAGCGCTGGC CTTTAGCTTT CTTCAACCGG ACGTGTCGTT GTGCAGGAAA CTATGGAGGG 

TTTAACTGTG GGGAATGCAG ATTCGGTTAC TGGGGCTCCA ACTGTGCTGA GTACAGAGAG TCAGTGCGCA GGAACATCAT GAGCATGTCA ACTACTGAGC AGCAAAAGTT CATCTCTTAT CTAAACCTGG CCAAAAACAC 

CATCAACCCA GACTACGTCA TCACCACAGG CACAAGAGCA GAGATGGGAG AGAACGGTGA GAGCCCCATG TTCTCTGACA TCAACACCTA CGACCTATTT GTCTGGATAC ACTACTACGT GTCCAGAGAC ACCTTCTTGG 

GAGGGCCTGG GAATGTTTGG AGAGATATCG ATTTTGCCCA CGAGTCTGCT GCATTTCTCC CCTGGCACAG AGTCTACCTG CTTCACTGGG AGCAGGAGAT ACGCAAAATC GCAGGAGATT TTAACTTTAC CATCCCGTAC 

TGGGACTGGA GGGATGCCCA GTCCTGTGAA GTCTGCACTG ATAATCTGAT GGGTGGACGT AACGCC 766bp 

キタノメダカ 
TTTGTCTGCC GTTCTGCTGC AGTTCTTTGG GACTTGTTGG AGCCAGTTTC CTCGCCCCTG TGCCAATTCA GAGGGACTGC GAACCAAGGA ATGCTGTCCA GTGTGGAGTG GAGATGGCTC ACCCTGTGGG GCCCTGTCTG 

GTCGCGGGTT CTGTGCAGAC GTCTCGGTTT CAGACGAGCC CAACGGGCCG CAGTACCCTC ACAGCGGGAT CGATGACAGG GAGCGCTGGC CTTTAGCTTT CTTCAACCGG ACGTGTCGTT GTGCAGGAAA CTACGGAGGG 

TTTAACTGTG GGGAATGCAG ATTCGGTTAC TGGGGCTCCA ACTGTGCTGA GTACAGAGAG TCAGTGCGCA GGAACATCAT GAGCATGTCA ACTACTGAGC AGCAAAAGTT CATCTCTTAT CTAAACCTGG CCAAAAACAC 

CATCAACCCA GACTACGTCA TCACCACAGG CACAAGAGCA GAGATGGGAG AGAACGGTGA GAGCCCCATG TTCTCTGACA TCAACACCTA CGACCTATTT GTCTGGATAC ACTACTACGT GTCCAGAGAC ACCTTCTTGG 

GAGGGCCTGG GAATGTTTGG AGAGATATTG ATTTTGCCCA CGAGTCTGCT GCATTTCTCC CCTGGCACAG AGTCTACCTG CTTCACTGGG AGCAGGAGAT ACGCAAAATC ACAGGAGATT TTAACTTTAC CATCCCGTAC 

TGGGACTGGA GGGATGCCCA GTCCTGTGAA GTCTGCACTG ATAATCTGAT GGGTGGACGT AACGCC 766bp 

PCR で増幅したミトコンドリア遺伝子（シトクロム b 遺伝子）領域の塩基配列（BglⅡで切断） 
ミナミメダカ 
AGGACCTGTG GCTTGAAAAA CCACCGTTGT ATTCAACTAC AAGAACTTAA TGGCCAACCT TCGAAAAACC CACCCCCTGT TAAAAATTGC AAACGATGCT CTAGTTGACC TTCCAGCCCC TTCGAACATT TCAGTTTGAT 
GAAACTTTGG TTCTCTTCTC GGACTTTGTT TAGCCGCCCA AATCATCACG GGCCTTTTTC TTGCCATACA TTATACATCC GACATCGCCA CAGCATTCTC ATCAGTTGCA CACATCTGCC GGGATGTTAA CTACGGCTGA 
CTAATCCGGA ATATACATGC AAACGGCGCT TCTTTTTTCT TCATCTGCAT TTACCTTCAC ATTGGGCGAG GCTTGTACTA CGGATCCTAC TTATACAAGG AAACATGAAA TGTCGGTGTA ATTCTTCTTC TACTAGTAAT 
AATAACGGCT TTCGTAGGTT ACGTTTTACC CTGAGGACAA ATATCATTTT GAGGAGCCAC TGTAATCACC AACCTCTTGT CTGCCGTCCC TTACGTTGGC AACGCCCTCG TCCAATGAAT TTGAGGAGGA TTTTCAGTAG 
ATAACGCCAC ACTTACCCGA TTCTTTGCCT TCCATTTCCT CCTCCCCTTC GTAATTGCCG CCGCAACAGT TGTTCATCTA ATTTTTCTTC ACGAAACAGG TTCAAACAAC CCAACCGGCC TCAATTCAGA CCCCGACAAA 
GTCTCCTTCC ACCCTTACTT TTCCTATAAA GACCTTTTAG GGTTTGCTGC CTTGCTAGTA GCCTTAATTT CCCTGGCGCT TTTCTCCCCC AACCTGCTTG GAGACCCAGA CAACTTCACC CCTGCCAACC CGCTAGTTAC 
TCCCCCTCAC ATCAAGCCTG AATGATACTT CCTATTTGCC TACGCCATTC TACGATCAAT TCCAAATAAA CTTGGAGGGG TCCTAGCCCT ATTAGCCTCT ATTCTAGTAC TATTCCTGGT CCCTATCCTA CACACCTCTA 
AACAACGAAG CCTTACGTTT CGACCTTTCA CCCAATTCCT TTTCTGACTC CTAGTAGCAG ACGTGATGGT TTTAACCTGA ATTGGCGGAA TGCCCGTAGA ACACCCATTT ATTATCATTG GTCAAATCGC ATCTTTTCTT 
TATTTTTCCC TCTTTCTTAT TATAGCACCA GCGGCGGGAT GACTAGAAAA TAAAGTCTTA AAATGACAAT GCACGAGAAG CTCAATTGTA AGAGCACCGG TCTTGTAAWY CGGRRGTCGR A 1241bp 

キタノメダカ 
AGGACCTGTG GCTTGAAAAA CCACTGTTGT ATTCAACTAC AAGAACTTAA TGGCTAACCT TCGAAAAACC CACCCCCTAT TAAAAATTGC AAACGATGCC CTAGTTGACC TCCCAGCCCC TTCAAACATC TCAGTTTGAT 
GAAACTTTGG TTCTCTCCTT GGGCTTTGTT TGGCCGCCCA AATCGTCACA GGCCTATTTC TTGCCATGCA CTATACATCT GATATTGCCA CAGCATTCTC ATCAGTCGCA CACATCTGCC GGGACGTTAA CTACGGCTGA 
CTAATCCGTA ATATGCATGC AAACGGCGCT TCTTTTTTCT TCATCTGTAT CTATTTGCAC ATTGGTCGAG GCTTATACTA TGGTTCCTAC TTATACAAGG AAACATGAAA CGTTGGTGTT ATTCTTCTTC TGCTTGTAAT 
AATAACAGCT TTCGTAGGCT ATGTCCTACC CTGAGGACAA ATATCATTCT GGGGGGCCAC TGTAATTACC AACCTGCTGT CTGCTGTCCC TTACATTGGC AACGCCCTCG TCCAATGGAT TTGGGGAGGG TTTTCAGTAG 
ATAATGCCAC ACTCACCCGA TTCTTTGCCT TCCACTTCCT CCTTCCCTTC GTAATTGCCG CCGCAACAAT CGTCCACTTA ATCTTCCTTC ACGAAACGGG CTCAAACAAC CCAACCGGCC TCAATTCAGA CTCTGACAAA 
GTCTCTTTTC ACCCTTACTT CTCTTATAAA GATCTTTTAG GCTTTGCTGC CTTGCTAGTA GCCTTGATTT CTCTCGCACT ATTCTCCCCC AACCTGCTTG GAGACCCCGA TAACTTCACC CCTGCTAACC CATTAGTAAC 
CCCTCCTCAC ATTAAACCCG AATGATATTT CCTATTTGCT TACGCTATTC TACGATCAAT TCCAAACAAA CTTGGAGGCG TCCTAGCCTT ATTAGCCTCT ATCCTAGTTC TATTCCTAGT CCCCATCCTA CACACATCCA 
AACAACGAGG CCTAACATTT CGACCTTTCA CCCAATTCCT TTTCTGACTC CTAGTAGCAG ACGTAATGGT TTTAACCTGA ATTGGTGGTA TGCCTGTAGA ACATCCCTTT ATTATCATCG GTCAAATCGC ATCCTTTCTT 
TATTTCTTCC TCTTTCTTGT TATAGCACCA GCGGCGGGAT GACTAGAAAA TAAAGTCTTA AAATGACAAT GCACGAGAAG CTCAATTGTT AGAGCGCCGG TCTTGTAAWY CGGRRGTCGR A 1241bp 
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メダカの DNA 分析実験キット HP： https://saigot.sakura.ne.jp/medaka  
連絡先：西郷 孝 msg@saigot.sakura.ne.jp 
 

生物教育メーリングリスト Volvox ML 現在の会員・全国 160 名 
メダカの DNA 分析実験の情報や生物教育に関するいろいろな情報交換（研究会の案内・報告、
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管理者：生物教育研究所 西郷 孝 msg@saigot.sakura.ne.jp  
http://www.i-mate.ne.jp/~volvox/index.html 

 


