
 

［成果情報名］キレックス法による寄生蜂からの非破壊 DNA 抽出法 

［要約］寄生蜂個体をキレックス溶液中で 24 時間以上加温した後、短時間加熱することによ

り、塩基配列が解読可能な DNA を抽出できる。この処理による個体の触角、翅などの形態

的な変化はほとんど認められず、DNA 抽出した個体をそのまま乾燥標本として保存できる。 
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［背景・ねらい］ 

環境保全型農業の推進には、天敵寄生蜂による害虫防除技術の向上が重要な課題となる。

天敵寄生蜂は種や系統によって性質が異なる。そのため的確な同定を必要とする。しかし、

微小な寄生蜂は形態による同定が難しい。現在 DNA バーコードプロジェクトでは解読した

塩基配列を GenBank に登録し、簡便な同定を行うシステムを開発している。また、DNA を

抽出した標本をそのまま保管すれば、誤同定が起こりにくい。しかし、標本を破壊しない

で簡単に DNA を抽出する方法はほとんどない。そこで、寄生蜂を用いてキレックス法を利

用した非破壊 DNA 抽出法を確立する。 

 

［成果の内容・特徴］ 

１．非破壊で DNA を抽出したい寄生蜂一匹をそのまま 5%の Chelex® 100 レジン（バイオラ

ッド社 143–2832）20µl とプロテナーゼ K1.4µl の混合溶液中に入れ、少なくとも 24 時間

56℃に保った後に 99.9℃で 3 分加熱して DNA を抽出する（図 1）。 

２．DNA 抽出後の寄生蜂を取り出した後に、溶液をテンプレートとして PCR および塩基配

列のダイレクトシーケンスを行うと、キレックス法では他の簡便な DNA 抽出法に比べ PCR

バンドの検出率が高く、塩基配列も良好に解読できる（表 1）。 

３．取り出した寄生蜂は、DNA 抽出後でも触角、前翅、頭部および脚の同定に重要な形態も

よく保存されており、サンプルの形態的な変化はほとんど観察されない（図 2、表 2）。 

 

［成果の活用面・留意点］ 

１．本方法は DNA バーコードによる簡易な種同定に有効であり、各種の小型昆虫に応用で

きる。 

２．DNA 抽出後の昆虫サンプルは、乾燥標本にするためヘキサメチルジシラザン(HMDS)処

理が適切である。 

３．DNA バーコードシステムについては、現在データ集積中であり、実用化には至っていな

い。 

４．キレックスは粒子状でありため水に沈殿するので個別のチューブに分注する際にはよ

く攪拌する。また、ピペットのチップによってはキレックス粒子が分注できないことも

あるので注意する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

                     

             

 

 

 
      

 

 

 

 

（三浦一芸） 
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表２ ３つのDNA抽出法による寄⽣蜂の形態評価**
⽅法 触⾓ 頭部 前翅 腹部 脚

キレックス法 0.72 a* 0.73 a 0.76 a 0.00 a 1.00 a

PrepMan® Ultra Reagent 0.39 c 0.92 ab 0.53 b 1.00 b 1.00 a

DNeasy® Blood and Tissue Kit 0.44 c 0.54 ab 0.97 a 1.00 b 1.00 a

対照区** 1.00 b 0.96 b 0.97 a 1.00 b 1.00 a

*同⼀列の異なる⽂字は有意な差を⽰す（p <0.05, ANOVA後、Tukeyの多重⽐較法)
**触⾓・前翅（悪い=0、中間から悪い=1、中間=2、良い=3）
 頭部（悪い=0、中間=1、良い=2）、腹部・脚（悪い=0、良い=1）
    形態評価=(Σi×ni)/(最⼤形態評価値×N)、Nは全調査個体数、
  niはそれぞれのランクでの標本数、iはカテゴリiへ判定された標本数

表１ 簡便な３つの⽅法による⾮破壊DNA抽出の⽐較
DNA抽出法 n PCRのバンド 塩基配列解読

検出率(%) 0(不可）1(可）
キレックス法 12 100 a* 1
PrepMan® Ultra Reagent 12 25 b 0
DNeasy® Blood and Tissue Kit 12 66.7 ab 1
*同⼀列の異なった⽂字は有意な差がある（p <0.05、Fisherの正確確率検定後、
  Tukeyの多重⽐較法)


