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イ．遺伝子解析による同定方法 
（PCR-RFLP による本種の識別法） 

形態的特徴により本種か否かの判断ができない卵又は幼虫の識別に

ついては、PCR-RFLP 又は DNA 塩基配列解析のいずれかの方法が有効

である。ここでは海外の論文や現在までに収集した情報に基づいた PCR-
RFLP による識別法を紹介する。 

 
使用上の注意点 

・ 本識別法は、とうもろこし、もろこし等のイネ科に寄生する一部のヤガ科にのみ

使用可能。 

・ 生きた虫から胸脚等体の一部を切断しても成虫まで発育することがあるので、本

法を実施する場合も可能な限り飼育を行い、成虫の形態的特徴と合わせて判断す

るよう努めること。 

 
（ｱ）PCR-RFLP の概要 

PCR-RFLP は、検体から DNA を抽出して PCR により目的の遺伝子領

域を増幅し、制限酵素を用いて処理した後、電気泳動によるバンドパタ

ーンを既知の情報と比較することで種を識別する方法である。主な作業

の流れは図８のとおりである。 

図８．PCR-RFLP の主な作業の流れ 
 
（ｲ）利用領域とプライマー 

本種の識別には、領域 A 又は領域 B のいずれかの領域を利用する。利

用する領域とプライマー及び制限酵素の組み合わせは表２のとおりで

あり、組合せを間違えないよう注意が必要である。使用プライマーの位

置関係の模式図は図９のとおりである。 
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表２．各遺伝子領域に使用するプライマーの塩基配列と制限酵素 

領域 プライマー名 塩基配列 
制限 
酵素名 

A※１ 
LepF1 (short) ※3 5’-ATTCAACCAATCATAAAGATAT-3’ Xsp I 

Ase I 
Sac I LepR1 (short) ※3 5’-TAAACTTCTGGATGTCCAAAAA-3’ 

B※２ 
C1-J-2797 ※4 5’-CCTCGACGTTATTCAGATTACC-3’ Alu I 

Dra I 
Nla III C2-N-3400 ※5 5’-TCAATATCATTGATGACCAAT-3’ 

※１ COI（バーコディング領域を含む）のおよそ 710 塩基 

※２ COI-COII のおよそ 610 塩基 

※３ Hebert et al. (2004) 

※４ Simon et al. (1994) 

※５ Taylor et al. (1997) 

 

 

図９．使用プライマーの位置関係模式図 
 

（ｳ）PCR-RFLP のプロトコル 
（a）検体からの DNA 抽出（抽出方法の一例であり、市販されている他の

抽出試薬も使用可能※１） 
① 検体の組織片（胸脚 1 本程度）を 1.5ml チューブに入れる 
② 1 検体につき SNET バッファー※２（表３により調整）100μl、プロテ

ナーゼ K 溶液※３（5mg/ml）1.0μl を加える（劣化あるいは微量の検体は

SNET バッファー50μl～で調整する） 
③ ペレットミキサー等で破砕 
④ 55ºC60 分、95 ºC 5 分処理（4 ºC で保管） 
⑤ 軽く遠心し、上澄み 10μl を新しい 0.5 (0.2) ml PCR チューブに分注 
⑥ 各チューブに 90μl の 0.1×TE を添加 
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※１ 市販されている試薬の例：タカラバイオ（株）の Lysis buffer for PCR （以下参

考 URL）を用いると 60 ºC５分、98 ºC２分の処理で DNA 抽出可能。 

<http://catalog.takarabio.co.jp/product/basic_info.php?unitid=U100007294> 

※２ オートクレーブをしない。室温で保管すること。 

※３ ４ºC で保管すること。 

 
表３．SNET バッファーの調整 
1M Tris-HCl (pH 8.0) 2ml (20mM) 
5M NaCl 溶液 8ml (400mM) 
0.5M EDTA 溶液 1ml (5mM) 
10% SDS 溶液 3ml (0.3%) 
滅菌水 86ml (100ml にメスアップ) 
計 100ml 

 
（b）PCR 
① プレミックス（表４参照）を作成し、0.5 (0.2)ml PCR チューブに 19μl

ずつ分注 
② 各チューブに DNA テンプレート 1.0μl を加える 
③ 表５の条件で温度処理を開始 

 
表４．PCR 反応液組成の一例（領域 A と B で共通） 
Ampdirect@Plus※１ 10.0 μl 
EX Taq HS※２ 0.1 μl 
滅菌水 6.9 μl 
プライマーF (10μM) 1.0 μl 
プライマーR (10μM) 1.0 μl 
DNA テンプレート 1.0 μl 
計 20.0 μl 

※１ Ampdirect@Plus (Shimazu)利用の場合は SNET バッファーの利用を推奨 

Ampdirect@Plus： 

<https://www.an.shimadzu.co.jp/bio/reagents/amp/index.htm> 

※２ EX Taq HS： 

<http://catalog.takara-bio.co.jp/product/basic_info.php?unitid=U100004543> 

 
 
 

プレミックス 
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表５．PCR の条件 
領域 A 領域 B 

94 ºC １分 
 

94 ºC １分 
 94 ºC １分 94 ºC 45 秒 

45 ºC 30 秒 46 ºC 45 秒 
72 ºC １分 15 秒 72 ºC 45 秒 
94 ºC １分 72 ºC ５分 
51 ºC 30 秒    
72 ºC 1 分 15 秒    
72 ºC ５分    

 
（c）電気泳動による PCR 産物の確認 

PCR 産物 2.0μl をローディングバッファーと混合し、1.0～1.2%程度

のアガロースゲル※1 で電気泳動（100V で 40 分程度が目安）し、PCR
産物が目的の大きさであることを確認する。 
ラダーは 100bp が便利である。泳動用バッファーは TAE 又は TBE の

どちらでもよい。 
PCR 産物の染色はエチジウムブロマイド、Gel Red※2 などを使う。 
Gel Red を混合したゲルで電気泳動すると時間を節約できる。 

※1 アガロース S：

<https://www.nippongene.com/siyaku/product/agarose/agaroses/agarose-s.html> 
※2 Gel Red： 

<https://labchem-wako.fujifilm.com/jp/product/detail/519-20301.html> 

 
（d）制限酵素処理 
① 酵素毎にプレミックス（表６参照）を作成し、0.5 (0.2)ml PCR チュー

ブに 5.0μl ずつ分注 
② 各チューブに PCR 産物 5.0μl を加える（その際、対象領域と制限酵素

の組み合わせを間違えないよう注意すること） 
③ 軽く遠心してタッピングし、さらに遠心 
④ 37 ºC で３時間以上処理 
 
 
 

 
 

35 回 ６回 

36 回 
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表６．制限酵素処理液 
制限酵素※１ 0.5 μl 
バッファー 1.0 μl 
滅菌水 3.5 μl 
PCR 産物 5.0 μl 
計 10.0 μl 

※１ 領域 A：Xsp I、Ase I、Sac I、領域 B：Alu I、Dra I、Nla III 

 
（e）電気泳動によるバンドパターンの確認 

制限酵素処理後、１検体につき７～10μl を 2.0～3.0%アガロースゲル

で電気泳動し、バンドパターンを確認する。 
DNA ラダーは 50bp を使用するとわかりやすい。 
電気泳動用バッファーと染色は、「（c）電気泳動による PCR 産物の確

認」を参照のこと。 
 

（f）既知情報との比較・種識別 
《領域 A》 

ツマジロクサヨトウとその近縁種７種の PCR 産物を Xsp I、Ase I 及
び Sca I で処理した時のバンドパターンのタイプ（A～F、Sac I は A, B
のみ）とフラグメントサイズを表７～９に示す。また、各種酵素で処理

した時の電気泳動像を図 10 に示す。 
XspI→AseI→SacI の順にバンドパターンを比較することにより、効

率よくツマジロクサヨトウをその近縁種と識別することができる（図

11）（植物防疫所, 未発表）。 
 

表７．Xsp I によるバンドパターンとフラグメントサイズ 
種名 バンドパターン フラグメントサイズ (kbp) 

ツマジロクサヨトウ A 0.39 0.32 

ハスモンヨトウ B 0.43 0.28 

シロイチモジヨトウ 

クサシロキヨトウ 

アワヨトウ 

イネヨトウ 

C 0.71 

 

アフリカシロナヨトウ D 0.49 0.22  

オオタバコガ 
E 0.41 

0.41 

0.30 

0.26 0.04 F 

プレミックス 
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表８．Ase I によるバンドパターンとフラグメントサイズ 
種名 バンド 

パターン 
フラグメントサイズ (kbp) 

ツマジロクサヨトウ A 0.23 0.23 0.17   0.09 

ハスモンヨトウ B 0.37 0.23 0.12 

シロイチモジヨトウ C 0.23 0.15 0.15 0.08 0.08 0.02 

アフリカシロナヨトウ 
D 0.23 0.23 0.15 0.08 0.02  

クサシロキヨトウ 

アワヨトウ E 0.46 0.25   

イネヨトウ 
F 0.38 0.23 0.08 0.02 

オオタバコガ 

 
表９．Sac I によるバンドパターンとフラグメントサイズ 
種名 バンドパターン フラグメントサイズ (kbp) 

ツマジロクサヨトウ 

ハスモンヨトウ 

アフリカシロナヨトウ 

クサシロキヨトウ 

アワヨトウ 

イネヨトウ 

オオタバコガ 

A 

 
 

 
0.46 

 
 
 

0.25 

ツマジロクサヨトウ 

シロイチモジヨトウ 

オオタバコガ (一部) 
B 0.71 
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図 10．ツマジロクサヨトウと近縁種の電気泳動像 
①, ②：ツマジロクサヨトウ、③：ハスモンヨトウ、④：シロイチモジヨトウ、⑤：

アフリカシロナヨトウ、⑥：クサシロキヨトウ、⑦アワヨトウ、⑧：イネヨトウ、

⑨, ⑩：オオタバコガ、M：50bp ラダー、ゲル濃度：2.5% (Xsp I , Ase I), 2.0% (Sac I). 

※各電気泳動像上部のアルファベットは、各制限酵素におけるバンドパターンのタ

イプを示す（表７～９及び図 11 参照） 

M ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ 

0.20 

0.50 

0.20 

0.50 

0.20
 

0.50 

(kbp) 

M 

Xsp I 

Ase I 

Sac I A B A B A A A A B A 

A A B C D D E F F F 

A A B C D C C C E F 
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図 11．ツマジロクサヨトウと近縁種の識別手順例 
A～F はバンドパターンを示す。 

※Ase I 処理によるバンドパターン C と D は見分けがつきにくいため、Sac I を併用

して識別する。 

 
《領域 B》 

ツマジロクサヨトウの PCR 産物を Alu I、Dra I 及び Nla III で処理し

た時のバンドパターンのフラグメントサイズを表 10 に示す。また、各

種酵素で処理した時の電気泳動像を図 11 に示す。 
Alu I、Dra I 及び Nla III によるバンドパターンのフラグメントサイズ

が表 10 と一致すれば、本種であると判断できる。 
表 10（図 12）以外のバンドパターンが検出された場合は、他種であ

る可能性が高い。 
 

表 10．各制限酵素によるツマジロクサヨトウのフラグメントサイズ

（Lewter and Szalanski, 2007） 
制限酵素 フラグメントサイズ (kbp)  
Alu I 0.24 0.19 0.18   
Dra I 0.36 0.14 0.11   

Nla III 
0.31 
0.27 

0.27 
0.25 

0.03 
0.06 

 
0.03 

（イネ系統） 
（トウモロコシ系統） 

※参考：Lewter and Szalanski (2007)は Nla III のバンドパターンにより 
イネ系統とトウモロコシ系統を識別できるとしている。 
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図 12．ツマジロクサヨトウ 14 個体の電気泳動像（制限酵素：Alu I、Dra I、
Nla III） 
M：100bp ラダー、ゲル濃度：2.0% 

①～②、④～⑭：イネ系統、③：トウモロコシ系統 

 
 

M ① ② ③ ⑤ ④ ⑦ ⑥ ⑧ ⑨ ⑩ ⑪ ⑬ ⑭ ⑫ 


