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PCR-RFLP 法を用いた動物由来医薬品の原料動物種識別法 
－胎盤由来製剤での検討－ 
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The establishment of a method for species identification in medicinal products of animal origin has been desired, because 

usage of cattle-origin materials has been controlled since the bovine spongiform encephalopathy(BSE) problem occurred. We 

report here a simple method of molecular biological technique. DNA isolated from each animal specimens were used to 

polymerase chain reaction(PCR) and an approximately 360 bp fragments of the mitochondrial cytochrome b gene region 

were amplified. The following restriction fragment length polymorphism(RFLP) method discriminated animal species; 

human, bovine, porcine and ovine. This method also allowed the detection of human origin in drugs containing placenta 

which were formed into tablets and granules. 
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緒   言 

 近年，牛海綿状脳症(bovine spongiform encephalopathy, 
BSE)の流行に伴いウシ由来の組織や臓器の医薬品への使

用は規制がなされており，特に胎盤由来製剤については

BSE の発生国産であるか否かを問わず原料としてのウシ

の使用が禁止されている 1)．そのため動物由来医薬品に用

いられている原料動物種を識別する方法の確立，特に製品

から識別する方法の確立が求められている． 
 本報では，各種の剤型を有する胎盤由来製剤より抽出し

た DNA を用い，ミトコンドリアチトクロム b 遺伝子に設

けたターゲット領域を PCR (polymerase chain reaction)

により増幅し， RFLP (restriction fragment length 
polymorphism)を行うことにより動物種の判定を行ったの

で報告する． 

 
材料および方法 

１．試料 

 医療用または一般用として市販されている，ヒト胎盤由

来成分を表示する医薬品製剤を試験に用いた．剤型は，1. 
錠剤，2. 顆粒剤，3. ドリンク剤，4. 注射剤の各 1 試料，

計 4 試料であり，いずれも成分として胎盤加水分解物，胎

盤乾燥微粉末の単独あるいは両方を表示していた． 

２．標準 DNA 抽出 

 ヒト由来標準 DNA は，試験者自らの血液より抽出を行

った．ウシ由来標準 DNA，ブタ由来標準 DNA，ヒツジ由

来標準 DNA は，それぞれ市販食用筋肉部位より抽出を行

った．それぞれの DNA 抽出は，次項に記載する DNeasy 
tissue kit （株式会社キアゲン）の操作法に従って行った． 

３．検体からの DNA 抽出 

(1). DNeasy tissue kit 法 

 DNeasy tissue kit の操作法に従って試料のプロテイナ

ーゼ K 処理，スピンカラムのメンブラン上への DNA の吸

着，洗浄，回収を行い，DNA 抽出を行った． 
(2). CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) 法 

 JAS 法 2,3)に準じて以下の操作を行った．試料に 2mL の
CTAB 抽出液を加え，60℃30 分間インキュベーションを行

った後，遠心し上清 700μL を別のチューブに移した．こ

の液に等量のフェノール／クロロホルム／イソアミルアル

コール(25: 24: 1)混液を加え，2 分間激しく振とうし，遠心

した後上清を別のチューブに移した．この液に等量のクロ

ロホルム／イソアミルアルコール(24: 1)混液を加え，同様

に 2 分間激しく振とうし，遠心した後上清を別のチューブ
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に移した．この液に等量のイソプロピルアルコールを加え，

30 秒間転倒混和し，遠心した後上清を除いた．チューブに

800μL の 70％エタノールを加え，転倒混和し，3 分間静

置後遠心し上清を除き，沈渣を乾燥させた後，TE緩衝液(10 
mM Tris-HCl, 1 mM EDTA) に溶解した． 

４．PCR 

 PCR は，ミトコンドリアチトクロム b 遺伝子中の約 360 

bp の領域を標的とし，Meyer ら 4)により報告されている

Table 1 に塩基配列を示したプライマーCYT b1 および

CYT b2 を用いて増幅した．Table 2 に PCR 反応液組成を

示す．反応条件は，94℃ 1 分間の後，94℃ 5 秒間，55℃
30 秒間，72℃40 秒間を 35 サイクル繰り返し，その後 72℃

2 分間加熱した．反応後は 1.2％アガロースゲルを用いて電

気泳動を行い増幅バンドを確認した． 

 

Table 1.  Sequences of  Primers for PCR Amplif ication 

of cytochrome b Fragment 
 

 

 

Table 2.  Composition of  PCR Solution 
 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3.  Composition of  RFLP Solution 
 

 

 

 

Table 4. Expected Size of Restricted 

Fragments  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

５．RFLP 

 制限酵素 Alu I，Hae III を用い，Table 3 に示す反応

液組成により RFLP を行った．反応は 37℃の水浴に２時

間以上加温することにより行った．反応後は 3.0％アガロ

ースゲルを用いて電気泳動を行いバンドのサイズを確認し

た．Table 4 に Alu I，Hae IIIにより出現が予想されるバ

ンドのサイズ 4)を示す． 
 

結   果 

 ヒト由来，ウシ由来，ブタ由来およびヒツジ由来の標準

DNA 溶液を用いて PCR-RFLP を行ったところ，Fig. 1 に
示す種特異的なサイズのバンドが確認でき，動物種別の鑑

定が明瞭に行えた． 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 次に，成分として胎盤加水分解物，胎盤乾燥微粉末の含

有を表示する市販の医薬品について DNA を抽出し，PCR
を行ったところ，錠剤，顆粒剤でフラグメントの増幅が見

られたが，ドリンク剤，注射剤は増幅フラグメントが見ら

れなかった (Table 5 )．錠剤，顆粒剤由来の増幅産物につ

いて RFLP を行った結果，Fig. 2 に示すようにヒト由来標

準 DNA からのものと同じ位置にバンドが出現し，医薬品

原料としてヒト由来の成分が使用されていることが示され

た． 
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Table 5.  Detection of  PCR Amplif ied Fragment 

From Drug Samples  
 

 

 

 

 

 

考   察 

 胎盤由来成分を表示する医薬品製剤に用いられている原

料動物種を識別する方法について検討を行い，成分として

胎盤加水分解物，胎盤乾燥微粉末を表示する錠剤および顆

粒剤について，原料はヒト由来であるとの同定を行った．

ドリンク剤，注射剤からは PCR による増幅フラグメント

は検出されなかったが，これらについては今回の抽出法が

最適なものでなかった可能性だけでなく，流通・保管中に

DNA の分解が生じていた可能性や，PCR の鋳型となりう

る DNA が製剤に元来含まれていない可能性が考えられ，

今後さらに検討したいと考えている． 
 製剤から原料動物種を識別する本法は，市場に流通して

いる製品について検査を行う薬事監視に有用な方法である．

DNA 抽出操作にキットを用いる方法と CTAB 法とで両者

の結果に差異は見られなかったが，とりわけキットを用い

る方法は特別な手技を必要とせず迅速かつ簡便に行うこと

ができる． 

 PCR-RFLP は増幅部位や制限酵素の種類を変更するこ

とにより様々な目的に用いることが可能であり，動物由来

成分を含む医薬品，医療用具，化粧品，生薬などの動物種

の鑑定や品質管理に広く応用しうると考えられる． 
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