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現在、実用化されている獣毛の鑑別方法としては、主に熟練者の光学顕微鏡を用いた外観観察により行

われている。そこで、本研究では 2 種類の遺伝子増幅技術を用いて、それぞれの DNA の特異的な部分を分

析することにより、獣毛を鑑別する手法を研究した。一つは現在主流で用いられている PCR 法である。も

う一つは、近年新規に開発され、安価であるなどメリットの大きい LAMP 法を用いた。その結果、PCR 法で

は羊毛、カシミヤ、アンゴラ、モヘヤ、アルパカの鑑別が、LAMP 法では羊毛、カシミヤ、アンゴラ、モヘ

ヤの鑑別が可能であることが示唆された。 

 

１．はじめに 

家庭用品品質表示法の改正が行われ、繊維製品品質表

示規程の中で、従来は、毛の表示しかできなかったもの

が獣毛の種類を表示することができるようになり、獣毛

の鑑別および混用率の測定は増加している。また、羊毛

の延伸加工や脱スケール加工などの開発や獣毛の多様化

により、よりいっそう高度な鑑別技術が求められてきて

いる。 

しかし現在、実用化されている獣毛の鑑別方法として

は、熟練者の光学顕微鏡を用いた外観観察により行われ

ている。電子顕微鏡を用いた画像処理による方法、アミ

ノ酸分析による方法などの研究も行われている。しかし、

どちらも実用化には至っていない。よって、特殊な技能

を持っているもの以外は測定が不可能であり、これを一

般的な測定技術で解決することができれば、熟練者でな

くとも獣毛の鑑別および混用率の測定が可能となる。 

近年の分子生物学の進歩はめざましく、DNA の解析は

医学・農学の分野での研究に用いられているだけでなく、

食品の分野では加工食品中に使用される食肉の種類の鑑

別１）２）や、遺伝子組み替え大豆やトウモロコシ等の鑑別

および定量に既に実用化され、広い分野で一般的に用い

られている。また、獣毛の鑑別についても一部実用化さ

れつつある。３）４）５） 

そこで、本研究では遺伝子増幅技術で、従来用いられ

ている PCR 法と、近年新規に開発され、安価な解析がで

きる、特異性が高いと報告されているなど種々のメリッ

トを持つ LAMP 法６）７）８）を用い、それぞれの DNA の違い

を分析することにより、種々の獣毛の鑑別する手法を研

究した。 

２．実験方法 

2.1 試料 

試料としては、メリノ種の羊の原毛（以下羊毛）、カ

シミヤヤギの原毛（以下カシミヤ）、アンゴラウサギの原

毛（以下アンゴラ）、アンゴラヤギの原毛（以下モヘヤ）、

キャメルの原毛（以下キャメル）、アルパカの原毛（以下

アルパカ）、ヤクの原毛（以下ヤク）をジエチルエーテル

でソックスレー抽出して脱脂し、洗浄・乾燥した試料を

用いた。 

2.2 DNA の抽出 

試料約 250mg にバッファー(50mM Tris-HCl(pH8.0)・

25mM EDTA(pH8.0)・0.5% SDS・150mM NaCl)5ml と 2-メル

カプトエタノールを 25μl 加え、試料の煮沸処理（10 分

間）を行った。その後、proteinaseK(20mg/ml)を 25μl

加え、55℃で 3 時間インキュベートし、RnaseA(4mg/ml)

を 25μl 加えてさらに 37℃で 1 時間インキュベートし、

遠心分離後、約 3.5ml の上清を新しいチューブに移した。

イソプロパノール 7ml とグリコーゲン溶液(20mg/ml)25

μl を加えて混合し、遠心分離した。上清を廃棄し 70%

エタノール溶液で洗浄した後、市販の DNA 精製用のフィル

ターキット(GFXTMPCR DNA and Gel Band Purification Kit, 

amarsham pharmacia biotech 製)を用いてDNA の精製を行い、

50μlのTE (pH8.0)バッファーに溶解した。 

2.3 PCR 法の反応の条件 

ま ず 、 食 肉 検 定 用 キ ッ ト (DNAnimal Consensus 



Standard Gene Scan)を用いた PCR 反応液は、キットに付

属の反応液 19.9μl に Taq DNA polymerase(Ampli Taq 

Gold)を 0.1μl、抽出した DNA 1μl、水 4μl を加えて全

量を 25μl とした。 

この反応液を、核酸増幅装置（Gene Amp PCR System 

9700、Applied Biosystems 製）により、94℃に 10 分保

った後、94℃30 秒間・58℃30 秒間・72℃1 分間を 1 サイ

クルとして、50 サイクルの増幅反応を行った。 

2.4 LAMP 法の反応の条件 

10×Thermopol Buffer 5.0μl、100mM MgSO4 1.0μl、

10mM dNTPs 2.0μl、 4M Betaine12.5μl、水 7.5～16.5

μl、鋳型 DNA1.0～10.0μl、混合プライマー10.0μ

l(BIP:FIP:B3:F3=4:4:1:1)の割合で反応溶液を調整した。

反応液は全量を 50μl とした。 

この反応液を、95℃の湯浴で 10 分処理した後、反応

温度は 60℃～65℃で変更し、反応時間は 1～4 時間で変

更した。それぞれの条件の湯浴でインキュベートし、増

幅反応を行った。 

2.5 DNA 増幅断片の検出 

10μl の PCR 反応液および 5μl の LAMP 反応液を 2%

アガロースゲルにより、電気泳動を行い、ゲルをエチジ

ウムブロマイドで染色した。その後、UV 照射装置上で画

像解析装置を使用して、ゲルの写真撮影を行い、増幅さ

れた DNA 断片の検出を行った。 

2.6 制限酵素処理 

食肉検定キットにより増幅した PCR 反応液 10μl に、

制限酵素（HaeⅢ）を 1μl 加え、37℃で 1 時間インキュ

ベートを行った。 

制限酵素による切断断片の確認のために、5μl の制限

酵素処理後のサンプルを 2%アガロースゲルにより、電気

泳動を行い、ゲルをエチジウムブロマイドで染色した。

その後、UV 照射装置上で画像解析装置を使用して、ゲル

の写真撮影を行い、制限酵素により切断された DNA 断片

の検出を行った。 

３．結果及び考察 

3.1 食肉検定用キット 

PCR 反応後、電気泳動で確認した結果、羊毛、カシミ

ヤ、アンゴラ、モヘヤ、アルパカは長さ 359bp の DNA 断

片が増幅されていたが、キャメルは増幅されなかった

（図 1）。 

キャメルが増幅されなかった理由としては、鋳型 DNA

精製後も色素が残っていたためそれが PCR 反応の阻害物

質になったことも考えられる。また、キャメルからは DNA

が抽出しにくいとも考えられる。 

増幅した DNA 断片サンプルを制限酵素で処理した結果、

羊毛、カシミヤ、アンゴラ、モヘヤ、アルパカはそれぞ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

れ異なる長さの断片に切断されていることがわかった

（図 2）。しかし、同じヤギ科である、カシミヤとモヘヤ

は同様の長さに切断された。よって、両者の鑑別が困難

であるとわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

食肉用検定キットでの獣毛の鑑別は可能であると考

えられるが、２種類以上の獣毛が混ざり合った試料の場

合、電気泳動のバンドが複雑になる。よって、数種類が

混ざり合った状態では判定しにくいことも考えられる。 

3.2 LAMP 法による獣毛の鑑別 

菌を用いた文献によると、反応開始時のみ鋳型 DNA の

２重らせんを解き、プライマーが結合しやすくするため、

反応溶液を 95℃の湯浴での 10 分間の前処理は必要ない
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図 1 食肉検定用キットの PCR 生成

物の電気泳動 
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図 2 食肉検定用キットの制限酵素処理後 

の電気泳動 



とのことであったため、比較を行った。その結果、前処

理は必要であることがわかった。 

まず、羊毛とカシミヤの鑑別について検討を行った。

鋳型DNAは1.0～10.0μlのどの範囲でも増幅が起こるが、

文献に比べ増幅効率が悪いため、羊毛とカシミヤの鑑別

の精度を上げるためにはより多い量の鋳型 DNA が必要で

あると考えられる。反応温度は 60℃～65℃の範囲ではあ

まり変化が無いことがわかった。 

反応時間は 1 時間では電気泳動で確認できる反応が起

こらず、逆に 4 時間と長いとミスマッチでも反応するた

め非特異的な反応が促進されて、全てにおいて増幅が起

こることがわかった。反応時間は 2 時間～3 時間の間で

行うのが良い。（図 3,4,表 1） 
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表 1  電気泳動目視による反応液 DNA 濃度 
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図 3 羊毛に特異的なプライマーを用いたときの 

濃度変化の模式図と鑑別可能範囲 

図 4  LAMP 法を用いた羊毛とカシミヤの鑑別

反応時間の比較 
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図 5  LAMP 法を用いた羊毛とカシミヤの鑑別 

ﾌﾟﾗｲﾏｰの比較 

マ
ー
カ
ー

100bp 

500bp 

ﾌﾟﾗｲﾏｰ 

LAMP Sheep2 

LAMP Goat2 

ﾌﾟﾗｲﾏｰ 

LAMP Sheep1 

LAMP Goat1 

マ
ー
カ
ー

100bp 

 

500bp 

反応時間 3 時間 

S
h
e
e
p
1
,

羊
毛

G
o
a
t
1
,

羊
毛

G
o
a
t
2
,

羊
毛

S
h
e
e
p
2
,

羊
毛

S
h
e
e
p
2
,
ｶ
ｼ
ﾐ
ﾔ

S
h
e
e
p
1
,
ｶ
ｼ
ﾐ
ﾔ
 

G
o
a
t
1
,
ｶ
ｼ
ﾐ
ﾔ

G
o
a
t
2
,
ｶ
ｼ
ﾐ
ﾔ
 

S
h
e
e
p
1
,

な
し

G
o
a
t
1
,

な
し 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

羊毛とカシミヤのプライマーの設計は LAMP Sheep1、

LAMP Sheep2 と LAMP Goat１、LAMP Goat2 のそれぞれ２

種類ずつ行った。LAMP Sheep1、LAMP Sheep2、LAMP Goat

１のプライマーでそれぞれ特異的な反応がおこり、鑑別

が可能であると考えられる。LAMP Goat2 についてはカシ

ミヤの鋳型 DNA を用いたときも増幅が起こらなかった

（図 5）。 

その他の獣毛の鑑別については、羊毛とカシミヤの鑑

別でもっとも良いと考えられる条件で行った。プライマ

ーは、アンゴラを対象とした LAMP Rabbit、アルパカ、

キャメル等を対象とした LAMP Camel、ヤク等を対象とし

たLAMP Cowをそれぞれ設計した。アンゴラはLAMP Rabbit

のプライマーで特異的な増幅をした。モヘヤは LAMP Goat

１のプライマーで特異的な増幅をした（図 6）。アルパカ、

キャメル、ヤク、チンチラはそれぞれ増幅されると考え

られるプライマーを用いても特異的な増幅は起こらなか

った。（図 6） 

４．結び 

食肉検定用キットの共通プライマーを用いて増幅さ

せ、制限酵素で切断しその断片で判定する方法では、羊

毛、カシミヤ、アンゴラ、モヘヤ、アルパカはそれぞれ

に特徴的な断片を得ることができ、獣毛の鑑別の可能性

が示唆された。 

LAMP 法を用いた、羊毛・カシミヤの鑑別は、それぞれ

特異的なプライマーでのみ増幅し、鑑別可能であること

がわかった。アンゴラ、モヘヤについても、それぞれ特

異的なプライマーで増幅し鑑別が可能であることがわか

った。アルパカ、キャメル、ヤク、チンチラはそれぞれ

増幅されると考えられるプライマーを用いても特異的な 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

増幅は起こらなかった。よって、プライマーを再検討

する必要がある。 

また、どちらの方法を用いた場合でも、カシミヤとモ

ヘヤはおなじヤギ科の動物であるため区別することは難

しいとわかった。 
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図 6  LAMP 法を用いたその他の獣毛の鑑別 
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