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要約

ゲノムＤＮＡの多型性を寄生虫種の同定・分類の基準のひとつとして用いる基礎として，ＡＰ－

ＰＣＲ(ArbitrarilyPrimedPolymeraseChainReaction）法を検討した。寄生性蠕虫
(T上ze"ｉａｓａｇｍａｔａ,FascioZasp，ＴｍｊＭＺα）のゲノムＤＮＡを鋳型としてＡＰ－ＰＣＲを行った。
使用したプライマーと検体ＤＮＡの種類に応じて多彩なバンド・パターンが得られた。本法によ

るＰＣＲ産物のバンド・パターンの再現性は，同じＰＣＲ試薬，同じＰＣＲ機を用いた時に確認さ

れた。さらに，ＰＣＲ機や反応容器，ＤＮＡ変性条件もバンド・パターンに影響する場合がある事

が指摘された。以上の留意点を考慮すれば，ＡＰ－ＰＣＲによって示されるバンド・パターンは，蠕

虫種のゲノムを鋭敏に分析できる技術として使用可能と思われた。
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の短いプライマーを用い，低いアニーリング温度で

PCRする。Welshらの発表した方法では，２０ｂｐ程度

のプライマーを用い，最初の２回のサイクルを低い

stringencyでアニーリングし，３回目以後のサイクル

は通常のstringencyのアニーリングでＰＣＲを行う。

いずれも手元にあるプライマーを流用するもので，塩基

配列に関する情報が無くても，鋳型ＤＮＡの一部を増

幅できる。すでに寄生虫の同定・分類の基準にも応用が

始まり，再現性に富み，有用であるとされているが，原

理的に不明な点もあり（Muralidharanand

Wakeland，1993)，今後さらに検証する必要性がある

ものと思われる。本論文では，Williamsらの方法を基

礎に，我々が１０ｂｐのプライマーのＡＰ－ＰＣＲ法を寄生

性蠕虫のゲノム分析に応用した結果について述べる。

材料と方法

１）ＰＣＲ用試薬について

Ｔｔｚ９ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅは，ＴａＫａＲａ社（京都市）

とニッポンジーン社（東京都）から購入し，最終濃度を

1Ｕ／5ｑｕｌとして使用した。ｄＮＴＰ（最終濃度は

ｑ２ｍＭ）と反応用緩衝液（l00mMTris-HCl緩衝液，

500ｍＭＫＣＬ１５ｍＭＭｇＣｌ２，0.01％gelatin）は

ＴａＫａＲａ社より購入した。ＰＣＲの反応液の量は50,ｍ

とした。

便宜的に決めた６種類の短いプライマー（１０ｂｐ）の

コード名と塩基配列は，以下の如くである。GC100；

緒巨

最近の遺伝子工学における長足の進歩はゲノム分析を

日常の技術とし，法医学の分野では遺伝子指紋の概念が

個人認識や親子鑑定に応用されているが，病原体に関し

てもその遺伝子指紋が種や株の同定・分類の基準として

用いる試みがなされている。古典的には，寄生虫の同定・

分類の基準として用いられているのは，発育史，形態，

大きさ，抗原型，アイソザイム，等であり，すでに先人

による膨大な知識の集積があるので，ゲノム分析はこれ

らの基準を補完するものと位置づけられる。

現在までのところ，ゲノム分析に利用されている遺伝

子関連の技術は，相同の遺伝子の塩基配列の差，制限酵

素によるゲノム切断パターンの差，反復配列遺伝子の特

徴などであるが，近年Williamsら（1990）とWelsh

ら（1990）により同時に報告されたＡＰ－ＰＣＲ（Ａｒbit‐

rarilyPrimedPolymeraseChainReaction）法は，
その簡便さ故に病原体（細菌や寄生虫など）のゲノム分

析に急速に応用が始まっている。ＡＰ－ＰＣＲ法とは，便

宜的に決めたプライマー（arbitraryprimer）を用い

てゲノムＤＮＡをＰＣＲで増幅させ，そのバンド・パター

ンでゲノムを分析する技術であり，ＲＡＰＤ（Random

AmplifiedPolymorphicDNA）とも呼ばれている。

Williamsらの発表した方法では，１０塩基（bp）程度
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5'一ＣＧＧＣＣＣＣＧＧＣ－３，，ＧＣ９０；５，－ＣＧＧＣＣＣＣＧＧＴ－

３，,GC80;5,-CGGCCCCTGT-3lGC70;5,-

ＣＧＧＣＣＡＣＴＧＴ－３，，ＧＣ６０；５，－ＣＧＧＴＣＡＣＴＧＴ－３，，

ＧＣ５０Ｃ；５'一ＴＣＡＣＧＡＴＧＣＡ－３，。濃度を25,ｕＭ，

ｌｑｕＭ，５１ｕＭと2.5αＭに調製し，ＰＣＲ反応液に対し

て1/10量を加えた。各ＰＣＲ反応には1種類のプライマー

を用いた。これが５，側ＤＮＡ鎖と３，側ＤＮＡ鎖の両

方にアニーリングした場合，その間のＤＮＡ断片が増

幅される事になる。

２）ＰＣＲ機

ＰＣＲの機器として，ＰＣＲシステム9600（Perkin

Elmer社，Norwark,ＵＳＡ）とＺＹＭＯＲＥＡＣＴＯＲＩＩ

(ＡＴＴＯ社，東京）を使用した。尚，機種によっては，

アルミブロックの位置によって温度が異なっている事も

指摘されている。そこで本研究では，同一試料をアルミ

ブロックの中心や周辺に配置してＡＰ－ＰＣＲを行い，バ

ンド・パターンに差がない事をあらかじめ確認した。

ＰＣＲシステム9600については専用のチューブ

(０２ｍl）を使用した。ＺＹＭＯＲＥＡＣＴＯＲＩＩについて

は推奨のチューブ（微量遠心試料チューブ，ベリタス社

が販売，東京）を使用し，アルミブロックにチューブを

整列させた後に，上からスポンジで適当な圧力で押さえ

て，チューブとアルミブロックの完全密着につとめた。

３）ＰＣＲの反応条件

ＤＮＡ変性の条件は，温度が92～94℃，時間が30～

60秒であった。アニーリングの温度は32.C，３６℃，４０℃

の３種類を検定した。いずれも時間は１分を設定した。

結果と考察の項で後述するが，本研究では36℃，１分を

標準条件として採用した。エクステンションの条件は，

72°Ｃ，時間２分とした。サイクルは30回と45回を検定し

た。

４）検体遺伝子の調製

使用した寄生虫の種類は無鉤条虫（Ｔｔｚｅｍａ

ｓａｇｉ"ａｔα)，肝蛭（FascZoZasp.)，８種類の旋毛虫の

株（Polishstrain,Yamagatastrain,Polarstrain，

ＵＳＡｓｔｒａｉｎ,Ｔｈａｉｓｔｒａｉｎ，Ｉｗａｓａｋｉｓｔｒａｉｎ，Chang-

chunstrain,TmmeZZapseudoSpZ7aZZs）である。虫

体を乳鉢にて凍結粉砕後に，虫体１９につきＳＥ緩衝液

(0.5％N-LauroylSarcosineNatriumと２０，Ｍ

ＥＤＴＡを加えた２０，ＭのTris-HCl緩衝液ｐＨ7.4）

１０ｍlを加え，５叩ｇ/ｍｌのProteaseK（Merck社，

Darmstadt，ドイツ）で36°Ｃで３時間以上消化した。

その後，ＴＥ飽和フェノール（和光純薬，京都市)，ク

ロロフォルム（クロロフォルムとイソアミルアルコール

の24対１混合液）で処理し，-30℃でエタノール沈澱を

３時間以上行った。遠心にて沈澱したＤＮＡを乾燥さ

せ，ＴＥバッファー（１，ＭのＥＤＴＡを加えたl0mM

Tris-HCl緩衝液ｐＨ7.4）に溶解し，０．２，９／、また

は１，９/,Uｌ（最終濃度）でＰＣＲ反応を行った。鋳型

ＤＮＡの濃度は，Fig.１に示す如くバンド・パターンに

大差をもたらさないので（ｌと２，３と４の比較)，本

研究では0.2,9/Iulを標準条件として採用した。

ｃＤＮＡの一例として，ヒトの脳のｃＤＮＡ（クローン

テック社，PaloAlto,ＵＳＡ）を鋳型ＤＮＡに用いて

ＡＰ－ＰＣＲを行った。

５）電気泳動

ＰＣＲ産物を1.5％アガロースで泳動し，エチジウムブ

ロマイド染色によるバンド・パターンを比較した。分子

量マーカーにはｐＧＥＭＤＮＡマーカー（Promega社，

Norwark,ＵＳＡ）を用いた。主なＤＮＡバンドは

2,645ｂｐ，1,605ｂｐ，１，ｌ９８ｂｐ，６７６ｂｐ，５１７ｂｐ，

469ｂｐである。

結果と考察

ＰＣＲのサイクルが30回の場合は，４５回に比してバン

ドが不明瞭の場合が多かったので（Fig.２で，ｌと２，

３と４，５と６の比較)，本研究では45回を標準とした。

プライマーの濃度を，0.25/(ｚＭ～２５/uＭ（最終濃度）の

範囲で検討したところ，濃度が低くなるに従いバンドの
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Fig.１ＡＰ－ＰＣＲｐｒｏｆｉｌｅｏｆｍａｅ"ｊａｓａｇ/"αmDNAwithvari-

ationoftemplateDNAconcentration(1,9収linlanesl

and3,andO2ng//Llinlanes2and4)andwithvariation

ofprimer(ＧＣ６０ｉｎｌａｎｅｓｌａｎｄ２,andGC80inlanes3

and4).Noessentialdifferencewasobservedregardless

oftheconcentration，UsednJ9polymerasewasfi･ｏｍ

ＮｉｐｐｏｎＧｅｎｅＣｏ・Ltd.Ｍ:themolecularmarker・

Fig.２ＡＰ－ＰＣＲｐｒｏｆｉｌｅｏｆＴａｅ"ｊａｓａｇｊ"αmDNAwithvari-

ationofcyclenumbers(３０cyclesinlanesL3and5;４５

cyclesinlanes2,４and６)PCRwith45cyclesresulted

inmorenumbersofbands.ＵsedprimerswereGC70in

lanesland2,GC80inlanes3and4andGC90inlanes

Ｓａｎｄ６・ＵｓｅｄｎＪ９ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｗａｓｆＴｏｍＴａＫａＲａＣｏ・
Ltd．
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数が減少したか，バンド・パターンに大差をもたらさな

かった（Fig.４)。従って本研究では0.5,(ｚＭを標準濃度

として使用した。

アニーリングの温度はＰＣＲのstringencyに影響す

る最大要因として知られている。一般にＰＣＲの反応に

於いて，アニーリング温度を下降させると，プライマー

のミスマッチが多くなり，非特異的なバンドが出現する。

本研究で，この温度を32.C，３６℃，４０°Ｃと上昇させるに

従い，バンドの数が減少した（Fig.５で，Ｌａｎｅ１，２，

３の順)。これは，アニーリング32.ＣのＰＣＲで生じた

バンドの一部は，プライマーが完全に一致して生じたも

のではなく，ミスマッチで増幅したものも含まれている

事を示唆している。本研究では36℃を標準とした。

ゲノムＤＮＡとプライマーの組み合わせにより，

PCR産物の電気泳動結果のバンドはその数，その濃度，

ＤＮＡの分子量が異なるパターンを示した（Fig.３)。

このようなバンド・パターンの多彩さがゲノムＤＮＡ

の多型性（ＲＡＰＤ）を反映するものと考えられ，種や

株の同定・分類の基準として提案されている

(WilliamsetaZ.，1990)。旋毛虫の場合，従来の基準

やアイソザイムの型では異同の判定か困難な株もあるが

(FukumotoetaZ.，1988;ＦｕｋｕｍｏｔｏｅｔａＺ.，1990)，

そのような株間についてもゲノムＤＮＡの多型性が

本法によって検出する事ができる（TakahashietaL，
1995)。

増幅されたＤＮＡ断片の分子量は約300ｂｐから
約2,600ｂｐであった（Ｆｉｇ２)。バンドの濃度は増幅さ

れたＤＮＡの量を反映するが，濃いバンド（major
band）から，非常に薄いバンド（faintband）まで，

様々であった（Figl)。majorbandが存在しない場

合もあれば，単数または複数個存在する場合もあった。

faintbandも複数個存在する場合が多いが，ときには

faintbandの判別が困難であった（Fig.７)。
ヒトの脳のｃＤＮＡを鋳型としてＡＰ－ＰＣＲをした場

合にもバンドか出現したので（Fig.８)，ＡＰ－ＰＣＲで
増幅されるＤＮＡのなかには，機能遺伝子も含まれて

いると推測された。尚，複数の細胞の発現遺伝子の差を

ｃＤＮＡのＡＰ－ＰＣＲによって比較する方法は，differ-

entialdisplay（LiangetaZ，1992）として繁用され始
めている。

プライマーの種類は，ＰＣＲの結果に大きく影響する

因子の一つであった。Fig.３で，Ｌａｎｅｌと２はそれぞ
Ｍ１２３４５Ｍ１２３４Ｍ１２３

Ｍ１２３４５６Ｍ１２３４５６
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Fig.３AP-PCRprofileofnJe"ｊａｓａｇｊ"αｒｑＤＮＡ（Lanes

l~5)using5differentkindsofprimers,GC6qGC70，

GC80,GC90andGClOqrespectively､Noteavarietyof

bandingpatterndependingontheprimerused・ＵｓｅｄｎＪ９

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｗａｓｆｒｏｍＴａＫａＲａＣｏ､Ｌｔｄ、

Fig.４ＡＰ－ＰＣＲｐｒｏｆｉｌｅｏｆＴａｅ"ｊｑｓａｇｌ"α、ＤＮＡ（Ｌａｎｅｓ

ｌ~4)using4differentconcentration(２５’Ｍ,１．０瓜Ｍ，

Ｏ５ｕＭａｎｄＯ２５〃Ｍ,respectively)ofprimer(ＧＣ８０）

Nosubstantialdifferencewasnotedinmaiorbands

regardlessoftheConcentration,ＵｓｅｄＴ(J9polymerase

wasfromNipponGeneCｏ・Ltd・

Fｉｇ５ＡＰ－ＰＣＲｐｒｏｆｉｌｅｏｆＴａｅ"/αｓａｇｊ"α'αＤＮＡ（Lanes

l~3）ｗｉｔｈvariationofannealmgtemperature（32°Ｃ，

３６゜Cand40oCrespectively)NotefewerbandsinPCR

productswithhigherannealingtemperature・UsednJ9

polymerasewasfromNipponＧｅｎｅＣｏＬｔｄ．

Ｆｉｇ．７Ｆｉｇ．６

Fig.６ＡＰ－ＰＣＲｐｒｏｆｉｌｅｏｆｎＪｅ"/ｑｌｓａｇｊ"αｒａＤＮＡｗｉｔｈｖａｒｉ‐

ationofTql9polymerase、Comparebandingpattem

betweenlanｅｓｌａｎｄ２,ｌａｎｅｓ３ａｎｄ４,andlanes5and6

Notesomemajorbandsweremissinginlanes4and6

Usedｍ９ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｗａｓｆｒｏｍＴａＫａＲａＣｏ、Ltd、in

lanesL3and5,andfromNipponGeneCo､Ltd､inlanes
24and6

Fｉｇ７AP-PCRprofileofDNAfrom6differentsourcesof

Fqscjo/αspusingthesameprimer(GC50C).Noessen-

tialdifferencewasnotedamongsamplesexceptthatthe

lane5exhibitedaminorextraband,ＵｓｅｄｎＪ９ｐｏｌｙｍｅｒ－
ａｓｅｗａｓｆｒｏｍＴａＫａＲａＣｏＬｔｄ．
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れプライマーＧＣ６０とＧＣ７０によるものであるか，バン

ドの数とパターンに大きな差がある。ＧC60とＧＣ７０は

１塩基が異なるにすぎない。これは，本法の鋭敏さを示

す。Ｌａｎｅ２と３，３と４，４と５についても同様に１

塩基が異なるプライマーによる差である。

同じ寄生虫種ならば個体を変えてもＡＰ－ＰＣＲの結果

に差がない事は，本法の信頼性の証明のために必要であ

る。これを確認するため，同一種と判定された複数の寄

生虫個体よりゲノムＤＮＡを得，同じ条件でＰＣＲを行っ

た。同種の寄生虫は全く同じバンド・パターンを示す場

合が多く，この点でＡＰ－ＰＣＲによるゲノム分析の信頼

性が確認できた（Ｆｉｇ７)。しかし稀ながらも，バンド・

パターンが微妙に異なる場合がある。Fig.７に示す如

くＬａｎｅｌ～４と６の検体は一本のバンド（約800ｂｐ）

を共有するが，Ｌａｎｅ５の検体だけは，約1,200ｂｐのバ
ンドを持つ。これは実験のartifactによるものか，種

の中の微妙な変異によるものか不明である。

前者の場合として二つの可能性が考えられる。一つは

検体の死後からゲノムＤＮＡ分離開始までの過程で

ＤＮＡ分解酵素が働いた事であろう。二番目の可能性は，

寄生虫の宿主や共存細菌のＤＮＡの混入である。

検体の個体差が，もし種の中の変異によるものならば，

ＡＰ－ＰＣＲ法は従来の基準では分類しきれない僅少な差

をも検知できる鋭敏な方法という事を意味し，まさに遺

伝子指紋（DNAfingerprint）としての価値があり，

寄生虫の感染源の同定などにも応用可能であろう。

Th9polymeraseによるＡＰ－ＰＣＲの結果の差を検

定した。ＰＣＲの他の条件を一定にして，ＴａＫａＲａ社

またはニッポンジーン社のTtz9polymeraseを用いた。

その結果，Fig.６（Ｌａｎｅｌと２，３と４，５と６の比

較）に示すように，同じバンドが増幅される場合が多い

が，時にはバンドが欠如する場合があった。現在の所，

なぜバンド・パターンに差が出るのか不明であるが，ゲ

ノムの比較のためには同じTtz9polymeraseを使用す
る必要があると判断される。

ＰＣＲ機の機種によるバンド・パターンの相違を検討

した。同時に調製された同一の試料を機種を変えて

ＰＣＲを行ってみると，機種によりバンド・パターンが

相違する場合があった（Ｆｉｇ９のＬａｎｅｌ～８がＰＣＲ

システム９６００，Ｆｉｇ．９のＬａｎｅ９～１６が

ＺＹＭＯＲＥＡＣＴＯＲＩＩ)。

このような差異はＡＰ－ＰＣＲ法の微妙さを認識させる

が，その有用性を揺るがすものではない。なぜなら，

ＰＣＲシステム9600を使用して得られた旋毛虫の株の間

のゲノムの類似関係は，ＺＹＭＯＲＥＡＣＴＯＲＩＩを用い

て得られた旋毛虫の株の間のそれとほぼ同じであり，ど

ちらの機種を用いてもゲノムの類似関係に関しては同様

の結論が得られる。同一の試薬，機種を用いてもバンド・

パターンが異なる事例についても，ゲノムの類似関係は

同じである。

今回用いたＡＰ－ＰＣＲ法では，ｌ０ｂｐのprimeｒを用
いて低いアニーリング温度でＰＣＲを行い，その産物を

電気泳動して，バンド・パターンを比較した。同一種か

否かの判定には数個のプライマーでＡＰ－ＰＣＲを行い，

Ⅲ １２３４５６７８Ｍ９１０１１１２１３１４１５１６

Ｆｉｇ．８Ｆｉｇ．９

Ｆｉｇ．８ＡＰ－ＰＣＲｐｒｏｆｉｌｅｏｆｃＤＮＡｆｒｏｍａｈｕｍａｎｂrainwithprimerGC50C・NoteRAPDwithonlyfaintbands､Ｕｓｅｄ

ｍ９ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｗａｓｆｒｏｍＴａＫａＲａＣｏ､Ltd・

Fig.９Ｌａｎｅｓｌ～８ｓｈｏｗＡＰ－ＰＣＲｐｒｏｆｉｌｅｏｆＤＮＡｈｏｍ８ｋｉｎｄｓｏｆＴﾉﾌﾞc/1/"cﾉﾉqamplifiedbyPCRSystem9600,ａｎｄ

ｌａｎｅｓ９～ｌ６ｓｈｏｗｔｈｏｓｅｂｙＺＹＭＯＲＥＡＣＴＯＲＩＬＲｅｓｅmblanceoftwobandingpatternsamoｎｇｅａｃｈＴｒ/c/】/"eﾉﾉa

obtainedbydifferentPCRmachineswascompared,DNAsamplewasPolishstraininlaneｓｌａｎｄ９,Yamagata
straininlanes2andlO,Polarstraininlane3andll，ＵＳＡｓｔｒａｉｎｉｎｌａｎｅｓ４ａｎｄｌ２,Thaistraininlanes5andl3，

Iwasakistraininlanes6andl4,Ｔﾉﾌﾞc/】/"e//qpsezｲdoSpiraﾉﾉｓｉｎｌａｎｅｓ７ａｎｄｌ５,andChangchunstraininlanes8and
l６．
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HandYamaguchi,Ｔ・（1988):Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｉｃｔｒｅｅｏｆｔｈegenusT7icbinellqcon-
structeｄｆｒｏｍｉｓｏｚｙｍｅｐａｔｔｅｒｎｓ、ＰａｒａｓｉｔｏＬ
Ｒｅｓ.，74,574-580.

3）Liang，Ｐ.，Averboukh，Ｌ，Keyomarsi，Ｋ，
Sager,RandPardee,Ａ・Ｂ（1992):Ｄｉｆｆｅｒｅｎ－
ｔｉａｌｄｉｓｐｌａｙａｎｄｃｌｏｎｉｎｇｏｆｍｅｓｓｅｎｇｅｒＲＮＡｓ
ｆｒｏｍｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｖｅｒｓｕｓｍａｍｍａｒｙ

ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌcells・ＣａｎｃｅｒＲｅｓ.，52,6966-6968.
4）Muralidharan，Ｋ・andWakeland，ＥＫ．

（1993)：Concentrationofprimerandtemplate
qualitativelyaffectsproductsｉｎｒａｎｄｏｍ－ａｍ－

ｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡＰＣＲＢｉｏＴｅｃｈｎｉ－
ｑｕｅｓ，14,362-364.

5）Takahashi,Ｙ､,Nagano,1.,Ｗu,Ｚ,Fukumoto，
Ｓ,Saito,SandYamaguchi,Ｔ、（1995):Fur-
therjustificationofarbitrarilyprimedpoly-
merasechainreaction（ＡＰ－ＰＣＲ）ｆｏｒｕｓｅｏｆ

ｇｅｎｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴ７､ic/zmeJZa・Ｊｐｎ.』、Para-
sitol，44,133-137.

6）Welsh,JandMcClelland，Ｍ（1990)：Ｆｉｎｇｅｒ－
ｐｒｉｎｔｉｎｇｇｅｎｏｍｅｓｕｓｉｎｇＰＣRwitharbitrary

primers・NucleicAcidsRes.，18,7213-7218.
7）Williams,Ｊ､ＧＫ.,Kubelik，ＡＲ,Livak,Ｋ

Ｊ.，Rafalski,Ｊ、AandTingey，Ｓ、Ｖ・（1990)：
ＤＮＡｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙａｒｂitrary
primersareusefulasgenetiｃｍａｒｋｅｒ・Nucleic
AcidsRes.，18,6531-6535.

完全一致があれば結論を出せると思われる。原理的には，

近縁種ほどゲノムを共有している事が多いので，共有す

るバンドの数も多くなるものと考えられる。ただし，一

つのプライマーで増幅されるのは量的にみてもゲノムの

一部であり，しかも増幅されるＤＮＡの分子量は高々

3,000ｂｐ程度以下のものであるので，近縁関係を定量
的に論じるのには，可及的に多くのプライマーでＰＣＲ

を行い，共有するバンドを統計的に考察する必要がある。

以上，ｌＯｂｐのprimeｒによるＡＰ－ＰＣＲ法を蠕虫
ＤＮＡのゲノム分析に応用する事を目的として，基本的

な事項について検討を行った。結論として，ＡＰ－ＰＣＲ

法は鋭敏，簡潔で，分類への応用が可能であるが，バン

ド・パターンは微妙な実験条件にも影響されるので，使

用機材にも充分な注意を払う必要があり，複数のゲノタ

イプの比較には，同じＰＣＲ試薬を用いて同時にＰＣＲ

をすべきである事が示唆された。
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WehaveadaptedAP-PCR(ArbitrarilyPrimedPolymeraseChainReaction)methodtoanalysegenomicDNA

ofhelminthlnthiscontributionwedescribetechnicaldetailsanddiscussaboutpossibilitiesandlimitationsofthis

method・TherecommendedconditionfOrAP-ＰＣＲｗａｓａｓｆＯｌｌｏｗｓ・Primer；l０ｂａｓｅｐairoligonucleotide，denamre

condition;９２~94゜CfOr40~６０seconds,annealingcondition;３６.CfOrlminute,extentioncondition,７５.CfOr2minutes，

cycles;45,finalconcentrationofprimer;0.5似Ｍ,finalconcentrationoftemplate;０２，９//d・

GelelectrophoresisofPCRproductsresultedinacharacteristicbandpattemthatdiffersinthenumberand

intensityofband,andmolecularweightofDNAMajorfactorsthataffectedthebandingpattemincludedtemplateDNA

andprimers,andminorfactorsincludedannealingtemperature,ConcentrationｏｆｐｒｉｍｅｒｓｏｒｔｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ,andthe

numberofPCRcycle,AlthoughthebandpatternwasreproduciblewhenthesamePCRreagentandmachinewereused，

minorpolymorphismamongsamplesfTomthesamespecieswasoccasionallyobserved・Thismaysimplydueto

technicalproblemsinDNApreparation，orduetointraspeciespolymorphisｍｏｆＤＮＡ、Ｔｈｕｓｗｅｈａｖｅｃｏｎｆirmed

advantagesofAP-PCRinanalysisofgenomicDNAofhelminth,whichincludedstraightfOrwardness,reproducibility
andhighsensitivity．




