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2 種類のヒト刺咬性ダニ；イエダニ（Ornithonyssus bacoti（Hirst））
およびミナミツメダニ（Chelacaropsis moorei Baker）を

検出，識別するためのDNAマイクロアレイ

加瀬谷泰介，青木　俊介，平山　幸一＊

DNA Microarray to Detect and Discriminate Two Biting Mites, Rat Mite 
(Ornithonyssus bacoti (Hirst)) and a Cheletid Mite (Chelacaropsis moorei Baker)

Taisuke Kasetani, Shunsuke Aoki and Koichi Hirayama*

 Our new DNA microarray can detect and discriminate two biting mites, rat mite (Ornithonyssus bacoti) and a cheletid mite 
(Chelacaropsis moorei) which bite frequently humans in indoor environment. Both mites live close to humans, rat mite is a parasite 
of mouse and the cheletid mite is a predator of house dust mites and increases simultaneously with their outbreak.
 Probes to detect the mites were selected from specific sequences of their rDNA ITS1 and 2 region, and artificially synthesized as 
single-strand oligonucleotides, then fixed on Gene-Silicon® chip as to be microarray. It also included other former reported probes 
for two house dust mites (Dermatophagoides farinae, D. pteronyssinus) and cheese mite (Tyrophagus putrescentiae). 
 All five genome DNAs from these mites were used as templates for fluorescent labeling PCR amplification and the PCR products 
(amplicons) were applied to the microarray. As a result, the microarray permitted to detect each mite when each amplicon from 
single genome DNA was applied, and it permitted to detect and discriminate all five mites when the amplicon from mixture of five 
genome DNAs was applied.
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　これまでに室内塵埃から抽出，精製した環境ゲノム
DNA1）を試料として，その中に存在する複数のダニ類と
真菌類のみを一括して検出し，同時に識別する DNA マ
イクロアレイを調製し，報告した2, 3, 4）．ここで対象とし
たダニは，アレルギー疾患の原因となるコナヒョウヒダ
ニ（Dermatophagoides farinae Hughes）， ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ
ダニ（D. pteronyssinus （Trouessart））にケナガコナダニ

（Tyrophagus putrescentiae （Schrank））を加えた 3 種で
あったが，ダニの被害はアレルギー疾患だけではない．
　哺乳類や鳥類に寄生するダニはもとより，他のダニを捕
食する肉食性のダニが時によってヒトを刺咬して被害をも
たらし，前者は伝染病を媒介することもある5）．マダニ類
を初めとする寄生性ダニの中にはヒトから吸血するものも
多いが，本来の寄主がネズミ類であるためにヒトと接点が
多いイエダニ（Ornithonyssus bacoti（Hirst））の被害は多い6）．
一方，捕食性ダニは餌となる室内塵性ダニなどが大量に発
生した場合に同時に増殖し，ヒトと偶発的に接触すること
で刺咬して被害をもたらす．被害報告の多い代表的な種が
ミナミツメダニ（Chelacaropsis moorei Baker）である7）．
　利便性を向上して用途を拡大するために，アレルゲン性
ダニに加えて，刺咬性ダニの 2 種を新たに検出，識別でき

る DNA マイクロアレイを調製したので報告する．

実験方法

１．材料および装置
1-1　ダニ標品
　㈶日本環境衛生センター（神奈川県川崎市川崎区四谷上
町 10-6）より，生体のミナミツメダニおよび 100% エタ
ノールに浸漬して殺虫・保存したイエダニ液浸標本を入手
した．合わせて，代表的な室内塵性ダニである，コナヒョ
ウヒダニ（日本女子医科大学固定株），ヤケヒョウヒダニ，
ケナガコナダニの生体も入手して，飼育・増殖した．必要
量まで増殖した後は，100% エタノールに投入して殺虫し，
液浸標本として保存した．
　ミナミツメダニの飼育には餌となる別種のダニが必要
で，コナヒョウヒダニと混合飼育して増殖を図った．その
後，100% エタノールに投入して殺虫してから，実体顕微
鏡下でミナミツメダニのみを選別，4℃で冷蔵保存した．
長期保存のためには，保存温度を -20℃とした．
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1-2　DNA 抽出と精製
　DNA の 抽 出 と 精 製 に は， 自 動 核 酸 抽 出 装 置
QuickGene-810（富士写真フイルム㈱）と専用の組織抽
出キット（DT-S）を用いた．また，必要に応じて CTAB
法も併用した．

1-3　PCR 増幅～塩基配列解析
　PCR 増幅用酵素には TaKaRa Ex Taq® Hot Start Version

（㈱タカラバイオ，RR006A）または NovaTaq™ Hot Start 
DNA Polymerase（No. 241-08890-92）を，Table 1 に
示すプライマーと共に用いた．ダニ汎用プライマーセッ
ト（Acari-ITS1, Acari-ITS2R）3）を主に用い，節足動物
汎用の正（Fw）プライマー（Arthro-ITSF）と昆虫汎
用の逆（Rv）プライマー（Insect-ITSR（私信））を併用
した．また，反応系に PCR 増幅反応用試薬 Ampdirect® 
Plus（島津製作所㈱，241-08800-98）も場合によって使用
した．PCR 増幅装置は Dice®Gradient （㈱タカラバイオ，
TP600）を用いた．PCR 増幅産物の精製には QIAquick® 
Gel Extraction Kit（㈱キアゲン，Cat No.28704）を用いた．
　塩基配列の解析にはキャピラリー型遺伝子解析システム
CEQ8000 （ベックマン・コールター㈱）を用いた．

1-4　ソフトウェア
　解析で得られた波形データからの塩基配列の抽出に
は，解析装置 CEQ8000 付属の解析ソフトウェア，およ
び BioEdit （http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.
html）を用いた．また，得られた識別対象領域からプライ
マーとプローブを設計するためには，BioEdit と primer3 

（http://frodo.wi.mit.edu/primer3/）を用いた．

1-5　DNA マイクロアレイの作成
　対象種に特異的な配列を元に合成した一本鎖 DNA を

（北海道システムサイエンス㈱ http://www.hssnet.co.jp/），
ジ ー ン シ リ コ ン® チ ッ プ（ 東 洋 鋼 鈑 ㈱ http://www.
toyokohan.co.jp/）に固定し，DNA マイクロアレイとした．

1-6　DNA マイクロアレイによる検出
　個々のダニ由来ゲノム DNA を鋳型として，Cy5-dCTP

（GE ヘルスケア・ジャパン㈱，PA55021）を含む 20 µL
の反応系で蛍光標識 PCR 増幅した産物を試料として用
いた．GenePix® Personal 4100A と付属のソフトウェア
GenePix® Pro 6.1 （モレキュラーデバイス ジャパン㈱）で，
プローブと二本鎖を形成（Hybridize）し，それを介して
DNA マクロアレイに固定された試料の発する蛍光の有無
と強度を検出した．

２．実験方法
2-1　ゲノム DNA 抽出
　ダニの液浸標本は約 200 匹を実験当日にねじ蓋付きバ
イアル瓶に分取し，シリカゲル入りデシケータ内で減圧
してエタノールを除去した．その後，φ2.0 mm ジルコニ
アビーズ 2 個，φ1.0 mm 鉄球 2 個を添加し，容器ごと液
体窒素で凍結して組織破砕装置ミニビードビータ 3110BX 

（BioSpec Products 社）で破砕した．以後は DT-S の定法
に従い，QuickGene-810 で精製，回収した．
　あわせて CTAB 法も用いた．ダニの複数虫体を凍結
破 砕 し，2%（w/v）Cetyl trimethyl ammonium bromide 

（CTAB）液 500 µl 中で 65℃-30 分静置したのち，遠心分
離とクロロホルム，イソプロパノールによる精製を経て沈
殿 DNA ペレットを回収し，70% エタノール脱塩後に，滅
菌水に溶解した．
　得られたゲノム DNA 溶液の濃度と純度は，分光光度計
µQuant （BioTek 社）で波長 260 nm / 280 nm で測定し，
適正なものを PCR 増幅に供試した．

Table 1　Universal PCR primers to amplify rDNA ITS region of mites

Table 2　Formula for PCR Table 3　Thermal setting of PCR
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2-2　PCR 増幅（配列解析用）
　PCR 増幅の反応液組成と条件を Table 2-3 に示す．
Fw・Rv プライマーの組合せ，PCR 増幅時にアニーリング
工程の温度を複数設定し，適当な条件を検討した．

2-3　電気泳動と PCR 産物の回収
　 得 ら れ た PCR 産 物 を サ ブ マ リ ン 型 電 気 泳 動 装 置

（Mupid-2plus，㈱アドバンス）で泳動後，ゲル撮影装
置（Mupid Scope WD， ㈱ ア ド バ ン ス） の UV 照 射 下
で，目的のものと考えられるバンドを手動で切り出した．
QIAprep® Gel Extraction Kit でゲル片から PCR 産物を抽
出し，同時に精製した．

2-4　塩基配列解析
　回収・精製した PCR 増幅産物は，キャピラリー型遺伝
子解析システム CEQ8000 を用い，そのメーカーの定法
に従って塩基配列を解析した．得られた波形データは，付
属の解析ソフトウェアおよび BioEdit （http://www.mbio.
ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html）を用いて処理し，塩基配列
を決定した．また，配列が非常に長い場合は外部に委託した．

2-5　DNA マイクロアレイ用プローブの設計とアレイの
作成

　得られたミナミツメダニ，イエダニの配列情報を元に，
それらを検出，識別するプローブを設計した．primer3 を
用いて決定した対象種に特異的な配列を元に，5' 末端にア
ミノ基を付加した一本鎖 DNA を合成し，これをマイクロ
アレイに固定するプローブとした．プローブは東洋鋼鈑㈱
技術研究所にてジーンシリコン® チップ基板に搭載，固定
し，刺咬性ダニ検出 DNA マイクロアレイとした．

2-6　DNA マイクロアレイ（プローブ）の評価
　対象ダニ種から抽出したゲノム DNA を鋳型として，島
津製作所㈱製の PCR 増幅反応用緩衝液 Ampdirect® Plus
と推奨酵素 NovaTaq™ Hot Start DNA Polymerase （No. 
241-08890-92），Cy5-dCTP を含む 20 µL の反応系で蛍光
標識 PCR 増幅した産物を，DNA マイクロアレイ用試料
として用いた．条件を Table 4-5 に示す．

　得られた蛍光標識 PCR 増幅反応液 1 µl を 0.1% SDS（ド
デシル硫酸ナトリウム），5×デンハルト溶液，30 mM リ
ン酸ナトリウムを含む 1×クエン酸 - 生理食塩水（SSC）
緩衝液 2 µl に混合し，マイクロアレイに滴下し，専用の
カバーをかけた．さらに，アルミ積層プラスチックパウ
チに密封して，45℃の温浴中で 30 rpm-1 時間保持し，基
板上のプローブと試料である蛍光標識 PCR 産物を分子交
雑（Hybridization）させた．反応終了後，2×SSC 緩衝液
で洗浄して遠心乾燥（2,000 rpm-1 分）して，GenePix® 
Personal 4100A でプローブの蛍光の有無と強度を測定した．

結果と考察

１．既存プライマーによる刺咬性ダニの ITS1, 2 領域の
増幅

　Table 1 に示したプライマーを用いて，両種の ITS1-
5.8S rDNA-ITS2 領域の PCR 増幅を試みた結果，イエダ
ニは Arthro-ITSF と Insect-ITSR で，ミナミツメダニは
Acari-ITS1 と Acari-ITS2-R2 の組み合わせのときにのみ
増幅産物が得られた．
　 得 ら れ た 3 種 の 配 列（ 非 掲 載） を 検 索 キ ー と し て
BLAST（http://blast.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html）で検索し
たところ，いずれも目的のものではなかった．イエダニ由
来配列は細菌類のデータと高い相同性を示し，虫体の内外
に存在する細菌のものと判断された．また，ミナミツメ
ダニ由来産物のうち 0.9 kbp のものはコナヒョウヒダニ，
1.2 kbp のものはケナガコナダニの当該領域の塩基配列と
きわめて高い相同性を示し，やはりミナミツメダニではな
いと判断された．これらは餌として混合飼育しており，ミ
ナミツメダニに捕食されたダニのゲノム DNA が鋳型に混
在していることと，用いたプライマーが目的のミナミツメ
ダニには不適当なことがその理由と考えられる．
　室内塵性ダニ（コナヒョウヒダニ，ヤケヒョウヒダニ
およびケナガコナダニ）と，イエダニ，ミナミツメダニ
は各々異なる亜目に属している8-10）（Fig. 1）．また，NIAS 
SRS （http://srs.dna.affrc.go.jp/srs8/）を用いて，各亜目
に属するダニの当該領域の塩基配列を収集したところ，
室内塵性ダニが含まれる Astigmata （無気門）亜目では
900 〜 1,200 bp，イエダニが含まれる Mesostigmata （中
気門）亜目では 500 〜 600 bp ミナミツメダニが含まれる
Prostigmata （前気門）亜目では 1,200 〜 1,300 bp であり，

Table 4　Formula for fluorescent labeling PCR

Table 5　Thermal setting of PCR
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亜目間で大きく相違していた．従って，プライマー配列が
存在する 18S rDNA および 28S rDNA 領域も異なること
が推測されたので，プライマー配列を改良し，引き続き目
的領域の配列を得ることとした．

２．イエダニ用プローブの設計
2-1　イエダニ用プライマーの設計
　イエダニを含む Mesostigamta に属するダニの当該領域
の塩基配列を NIAS SRS によって収集し，類縁関係など
から妥当と考えられる 6 種のダニを選択した（Table 6）．
　次いで，正（Fw）プライマーの設計に用いる 18S rDNA
領域と，逆（Rv）プライマーの設計に用いる 23S / 28S 
rDNA 領域それぞれについて，上記 6 種間で共通する配列
を ClustalW （http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html）を
用いて比較，検討し，Tm 値，GC 含量（%），塩基数を考
慮してプライマーに用いる塩基配列を決定した（Table 7）．

　Table 7 のプライマーセット（Orni-ITS1, Orni-ITS2R）
を用いて，Table 2 〜 3 の条件（アニーリング温度は
50℃）で PCR 増幅を試みたところ，イエダニで約 550 bp
の位置に明瞭なバンドを確認した（Fig. 2）．イエダニと
同じ Mesostigmata 亜目のダニ 6 種の当該領域の塩基長も
同様であるため（Table 6），目的の領域の増幅に成功した
と推測した．
　同時に用いたコナヒョウヒダニ，ヤケヒョウヒダニでも
約 900 bp の増幅産物が確認できたが，ケナガコナダニで
は増幅産物が得られず，ミナミツメダニでは上記と同様に
500 〜 1,600 bp の複数産物が得られた．
　対照として，ダニ汎用プライマー（Acari-ITS1, Acari-
ITS2R）を用いたが，イエダニは全く増幅できず，ミナミ
ツメダニについては，やはりヒョウヒダニ類と同じ位置の
みにバンドがあり，非特異的増幅と考えられた．

Fig. 1　Upper phylogeny of acari （partial）；from order to families

Table 6　Target region （ITS1, 2） of six mites belonging to Mesostigmata

Table 7　PCR primer set for Mesostigmatal mites including Ornithonyssus bacoti
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2-2　イエダニの ITS1, 2 領域の配列解析
　得られたイエダニ増幅産物をゲルから切り出し，精製後，
キャピラリー型遺伝子解析システム CEQ8000 に供試し，
531 bp の塩基配列を得た（Fig. 3）．この配列をキーとし
て BLAST 検索したところ，Mesostigmata 亜目のダニの
当該領域が多数得られたことから，イエダニの配列である
と推定した．その後の 2009 年に，AM903318 としてイエ
ダニの配列がフランスより登録されたが，その配列とは 2
塩基のみの相違であり，99% 以上の一致となることから，
Fig. 3 に示した配列をイエダニの ITS1，ITS2 領域のもの
と改めて断定した．

３．ミナミツメダニの ITS1, 2 領域の増幅
3-1　ミナミツメダニ用プライマー
　ミナミツメダニと類縁関係の近い種の配列情報は，ほ
とんど公共データベースに登録されていないことか
ら，Prostigmata 亜目に属する重要な農業害虫である
Tetranychus（ハダニ）属について文献等を調査したところ，
Mh. Osakabe et al. がハダニに用いている rD02 forward12）

と Table 1 に記載の室内塵性ダニ汎用プライマー Acari 
ITS1 の塩基配列が酷似していることが判明したので，正
プライマーとして Acari ITS1 がミナミツメダニに援用で
きると考えた．同様に HC2 reverse13）がイエダニ用に決

定した逆プライマー Orni-ITS2R（Table 6）とほぼ同一
であることから，Orni-ITS2R が援用できると判断した

（Table 7）．
　Table 8 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト（Acari-ITS1, Orni-
ITS2R）を用いて，Table 2 〜 3 の条件（アニーリング温
度は 50℃）で PCR 増幅を試みたところ，ミナミツメダニ
について約 1,600 bp の増幅産物が確認できた（Fig. 4：第
2 レーン）．
　また，その他のダニ（イエダニ，コナヒョウヒダニ，ヤ
ケヒョウヒダニ，ケナガコナダニ）についても，固有の塩
基長をもつ増幅産物が得られた（Fig. 4：第 3 〜 6 レーン）．
HC2 / Orni-ITS2R プライマーと一致する配列が室内塵性
ダニに存在することは，公共データベース中の配列デー
タで確認できた．一方，Acari ITS1 / Acari ITS2 R では，
ミナミツメダニおよびイエダニで得られる PCR 増幅産物
は，既述のとおり，目的領域でないことが明らかである

（Fig. 4：第 7 〜 8 レーン）．
　以上の結果から，Acari-ITS1 / Orni-ITS2R の組み合わ
せは，広く Acari（ダニ）目種全般に使用できるとみられ，
わずかな塩基の変更で，Astigmata（無気門）亜目特異的
または Acari 目汎用プライマーとして使い分けられる可能
性があると考えられた．ただし，非特異的増幅も観察され
ていることから，PCR 条件を検討した．

Fig. 2　Result of PCR amplification with the primer set for Mesostigmatal mites

Fig. 3　Sequence of rDNA ITS1, 2 region of rat mite, Ornithonyssus bacoti
　 18S （partial） -ITS1-5.8S-ITS2-28S rDNA （partial）； 531 bp
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Table 8　PCR primer set for a Prostigmatal mite, Chelacaropsis moorei

Table 9　Target region （ITS1, 2） of four mites belonging to Prostigmata

3)

12)

13)

Fig. 4　Result of PCR amplification with the primer set for a Prostigmatal mite

　前述のとおり，Prostigmata 亜門ダニの当該領域の塩基
配列長は 1,000 〜 1,600 bp 程度であり（Table 9），同亜目
内で塩基長に相違があるものの，得られたミナミツメダニ
の産物長（Fig. 4：第 2 レーン）が類似することから，増
幅に成功したと推測した．

3-2　ミナミツメダニの ITS1, 2 領域の配列解析
　配列が長いことから，得られたミナミツメダニ増幅産物
を前処理した上で，外部に解析を依頼し，ミナミツメダニ
の当該領域 1,623 bp の塩基配列を得た（Fig. 5）．
　決定した 1,623 bp のミナミツメダニ塩基配列のうち，途
中の 5.8S rDNA は保存性が高いことから，これをキーに
BLAST 検索した．結果，極めて高い相同性（E-value < 0.01）
をもつ配列が同亜門のハダニ属（26 件）と Amphitetranychus 
viennensis（ハダニ科，2 件）の同じ領域のみであったこと
から（データ略），この塩基配列はミナミツメダニの目的
領域であると判断した．

４．DNA マイクロアレイの作成と動作検証
4-1　プローブの設計
　得られたミナミツメダニ，イエダニの配列情報を元に，
それらを検出，識別するプローブを設計した．primer3 に
よる候補配列の特異性を BLAST 検索で確認し，一致度の
高い配列が検出される場合は候補から除外し，対象ダニへ
の特異性が確認されたものを選抜した．この配列をプロー
ブとした（Table 10–11）．これらと，室内塵性ダニ 3 種
のプローブ3）をジーンシリコン® チップ基板に搭載し，刺
咬性ダニ検出 DNA マイクロアレイとした．
　基本的に ITS1 と ITS2 領域のそれぞれから 2 ヶ所ずつ、
計 4 種のプローブ配列を選抜した．ただし，イエダニにつ
いては ITS1 内に適切な配列が少なく，プローブ obh-1 と
obh-2 は 1 塩基ずらした同じものである．

4-2　PCR 条件の改変
　プライマーセット Acari-ITS1 / Orni-ITS2R によって
刺咬性ダニ 2 種を含む全 5 種の検出対象ダニのすべてにつ
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Fig. 5　Sequence of rDNA ITS1, 2 region of the cheletid mite, Chelacaropsis moorei
18S （partial） -ITS1-5.8S-ITS2-28S rDNA （partial）； 1623 bp

Table 10　Probes for Ornithonyssus bacoti Table 11　Probes for Chelacaropsis moorei

いて，目的とする増幅産物を得たが，Fig. 4 に示すとおり，
非特異的産物もまた増幅されていた．DNA を CTAB 法で
抽出し，PCR 系に㈱島津製作所の Ampdirect とその推奨
酵素 NovaTaq を用いたところ，Fig. 6 に示すとおり，非
特異的増幅産物を抑制できた．

4-3　DNA マイクロアレイの動作確認
　各ダニから抽出したゲノム DNA を単独で鋳型とし，
Table 4, 5 の条件で蛍光標識 PCR 増幅を行い，その産
物を試料として DNA マイクロアレイに適用したところ，
Fig. 7 に示すとおり，ミナミツメダニ，イエダニをそれぞ
れ検出，識別できた．室内塵性ダニ 3 種も同様にそれぞれ

の試料に該当するプローブのみが発光し，全 5 種を単独で
適用した場合には，検出と識別を同時に可能であった．ま
た 5 種のゲノム DNA を混合して蛍光標識 PCR 増幅した
試料についても，混在全種を検出，識別できた．
　一方でプローブ間にはそれぞれ発光強度に差異があり，
ミナミツメダニ，イエダニ用に限らず，搭載したプローブ
全てが強く反応するわけではなく，反応が乏しいプローブ
も見られた．また，単独試料と 5 種混合試料を比較した場
合，単独試料で発光強度が強くなる傾向が見られた．
　いずれのプローブ群でも主鎖配列と相補鎖配列の間で反
応性が大きく異なった．即ち，ITS1 領域プローブでは相
補鎖配列が，ITS2 領域プローブでは主鎖配列が良く反応
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し，その反対側の配列によるプローブの反応は低いものに
留まった．他のダニのプローブでも同様の傾向が見られる．
これらのプローブは一対のもので Tm 値や GC 含量などは
完全に一致すること，プローブ配列の近傍に立体構造を形
成しやすい GC 塩基に富む領域はないことから，反応の強
弱は，プローブ配列が PCR 増幅産物（約 500 bp〜1,600 bp）
のどの部分と対合して部分的二本鎖構造を形成してチップ
に固定するのかといった，DNA 分子の物理的な構造に影
響されるものと考えられる．また，反応したイエダニ用プ
ローブは発光強度が揃っていた一方で，ミナミツメダニで
はばらついていた．後者ではプローブの Tm 値に差がな
く，試料に対する反応性に差異が少ないのではないかと考
えられる．混合試料で発光強度が低下したのは，個々の鋳
型 DNA 量が少なくなることと，PCR 増幅の際にプライ
マーや Cy5-dCTP が個々のダニゲノム DNA に分配され，
各々の増幅産物が単独試料の場合より減少するためである
と考えられる．

　以上，本 DNA マイクロアレイを用いることで，PCR
増幅が可能な DNA 試料が得られれば，その由来によらず
2 種の刺咬性ダニを含めた全 5 種のダニの検出と識別が同
時にできることが示された．

まとめ

　室内塵埃中の環境ゲノム DNA1）を試料に，コナヒョウ
ヒダニ，ヤケヒョウヒダニ，ケナガコナダニと複数真菌類
を一括して検出し，同時に識別する DNA マイクロアレイ
を報告した 2-4）．一方，イエダニは寄主であるネズミ類を
介してヒトと接点を持つため被害は多く，また餌となる室
内塵性ダニなどが大量発生した場合には，ミナミツメダニ
を代表とする捕食性ダニも同時に増殖するため偶発的接触
でヒトに刺咬被害をもたらす．先の DNA マイクロアレイ
の用途を拡大するために，刺咬性ダニ 2 種を新たに検出，
識別できるようにした．

Fig. 6　Result of PCR amplification by Ampdirect Ⓡ and the primer set （Acari-ITS1, Orni-ITS2R）

Fig. 7　Detection and discrimination of five mites by DNA microarray



9東洋食品研究所　研究報告書，28（2010）

　両ダニ種の ITS1-5.8S rDNA-ITS2 領域の PCR 増幅を
試みた結果，これまでのプライマーは不適切であった．そ
れぞれの近縁種の配列を検討した結果，正プライマーはこ
れまでどおり Acari-ITS1 を用い，逆プライマーは Acari-
ITS2R に替えて新しく Orni-ITS2R を作成して用いた．
その結果，室内塵性ダニ 3 種に加えて，イエダニとミナミ
ツメダニも増幅できた．
　増幅産物を解析して得られた塩基配列長が近縁種と類似
すること，同配列をキーとした BLAST 検索で同種または
近縁ダニ種が配列の一致度で上位を独占することから，正
しくイエダニとミナミツメダニの当該配列を解読できたと
判断した．
　この配列中から種特異的とみなされ，かつプローブとし
て適当な配列を選定し，一本鎖オリゴヌクレオチドを合成，
ジーンシリコン基板に固定して，DNA マイクロアレイと
した．
　各ダニから抽出したゲノム DNA を単独で鋳型とし，蛍
光標識 PCR 増幅を行い，その産物を試料として DNA マ
イクロアレイに適用した．全 5 種を単独で適用した場合に
は，ミナミツメダニ，イエダニ，室内塵性ダニ 3 種をそれ
ぞれ検出，識別が可能であった．また 5 種のゲノム DNA
を混合して蛍光標識 PCR 増幅した試料についても，混在
全種を検出，識別でき，検出できなかったものはなかった．
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