


遺伝子工学111 
遺伝子組換え技術

DNAの特異的切断，連結，複製，修飾などに

用いる酵素

遺伝子組換え実験にはDNA鎖を切断するハサミやDNA断

片を結合させるノリの役目を果たすものなど，いろいろ

な酵素が用い5れる.

。制限酵素の立体構造

EcoRVがDNA鎖に結合している
状態.EcoRVの2個のサブユニ
ットカf対称性をもってDNAの2回
転対称性と一致する.

(Oatabase : SWISS-PROT-today) 

。制限酵素の命名法

例)大腸菌のRY13株から1番目に分離された酵素E∞RI

Escherichia coli RY13 EcoR 1 
属 種株 1番目

。切断部位は通常司回文配列(パリンドローム)を持つ.

5午 G↓A-A-T-T-C-3' 5午 G-T-T十A-A-C-3'
E∞RI • I Hpa 1 • 
3'-C-TーT-AぺG-5' 3'-C十件T-T-G-5'

微生物名 制限酵素名
塩基配列
5' 3' 
3' 5' 

Bacillus amyloliquφciens H BamHI G↓GATCC 
CCTAG"，G 

Escherichia coli RY13 EcoRI G.J，iAAT T C 

CTTAA 小G 

EcoRV GAT 、~AT C 
C T A"，T A G 

Haemophilus ae.幻Iptius HaeIII GG.J，iC C 

C C"，G G 

Haemophilus haemolyticus HhaI GC  G.J，iC 

C小GCG

Haemophilus uザIuenzaeRd HindIII A.J，iA G C T T 

T T C G A"，A 

Haemophilus parainfluenzae HpaI GTT 、レAAC 

C A A"，T T G 

Providencia stuartii 164 PstI CTGCA 、~G
G 小ACGTC 

Staphylococcus aureus 3A Sau3A ψGATC 

CTAG 小

、レ小 切断部位
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1 制限酵素r陀吋e鈴似則則s討鈎tr廿r削，
二本鎖DNAのある特定の塩基配列を特異的に認識して切断す

る.切断端は一本鎖DNAを持つ付着末端cohesiveend (粘着末端

stickyend)の場合と，これを持たない平滑末端bluntendの場合があ

る.同じ制限酵素で切断されて同じ付着末端を有する DNAは，両切

断末端の塩基配列が互いに相補性を持つのでアニールしやすい.複数

の制限酵素を組み合わせて切断することにより唱プラスミドや特定遺

伝子の制限酵素地図を作成することができる.

2州リガーゼ D川 g制
DNA鎖の3'-OH基と5二リン酸基をホスホジ工ステルで結合する

酵素.制限酵素で切断されたDNA断片を連結し キメラ DNAを作る

のに用いられる.大腸菌由来DNAリガーゼはNADを， T4ファージ‘由

来のT4DNAリガーゼはATPをそれぞれ補酵素に用い，両者とも反応

機構は同じであるが，後者は平滑末端も連結できる.

BamHIで切断した挿入DNA断片

DNA 
リガーゼ

•. ••• 
冒・・

••• •.• 

3' 

BamHIで切断したベクタープラスミド



3附ポリメラ一ゼ附州me陥
鋳型DNAの塩基配列に従つて司相補する4種のデオキシリボヌ

クレオシド3リン酸を基質としてDNA鎖を合成する.DNA鎖の標識な
どのニック卜ラレーションなどに用いる.

3' 5' 

3' 

dATP 
dCTP DNAポリメラーゼ + dGTP 

5' dTTP 

5' 

ATP + DNAリガーゼ

.-

HO 0 

H P 

5' 貝 060-(P
一一ノ¥__j L 

Fγ、¥GL 
入 /---..../:

C 

3' 

lガーゼ ノ ¥ 

4逆転写酵素 reversetranscript脱
RNA依存性DNAポリメラーゼ(RNAdependent DNA poly-
merase)のこと.RNAを鋳型として相補性DNAを合成する.
mRNAからcDNAを作製するのに用いられる.

3' RNA 5' 

5 プライマー

dATP 
dCTP 

リバーストランスクリプターゼ+dGTP 
5' dUTP 3' 

5' 
DNA 

5 夕一ミナル防スフ工ラ一ゼ~ t伽t旬W伽e町聞r円『山It廿r悶削rans加a剖I
鋳型を必要としないでDNA鎖の3'-末端のOH基にヌクレオ

チドを添加してし 1吋く酵素.ベクタ-DNAにポリdA司挿入DNAに
ポリdTを形成させ両者を連結してアニールできるようにしたり，
放射性dTTPなどを用いてDNA鎖の標識などに用いる.

3' 5' 

打TTlII I I III I III I I IIIr 

6 s払1ヌクレア一ゼゼ‘
一本鎖のDNAやRNAを切断する酵素.mRNAから逆転写

酵素により一本鎖cDNAを合成し司これを鋳型にしてDNAポリ
メラーゼにより二本鎖DNAを作製するが，この際ヘアピンルー
プ部分を切断するのに用いられる.またイント口ン領域を確認す

るS1マッピング法にも利用される.

小切断
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:呈ーヱー「山111~目的遺伝子を宿主細胞に運搬する
広三同-4.J.ー」..J 11色ク口一二ングベクター
遺伝子組換え技術11 ある遺伝子を増殖させたいとき，目的 DNAを大腸菌内に
recombinant DNA 11 運搬し安定に保持させるために，プラスミドやファージが
technology 11 ベクターCvector，運び屋)として用い5れる.

1プラスミド plasmid
細菌の薬剤耐性獲得の機序として働く染色体

外性遺伝子で，自己複製能を持つ環状DNA. 通常，

プラスミドと外来遺伝子を同一の制限酵素で切断し，

DNAリガーゼで連結したキメラプラスミドを宿主細

菌に形質転換して司抗生剤を添加した寒天培地でク

ローンを選択する.サイスごの小さいプラスミドは細

胞当たりのコピー数が多く司 したがってプラスミド

ベクターに組み込まれた遺伝子のコードするタンパ

ク質は大量に産生される.

。プラスミド遺伝子ク口ーニング

プラスミドDNAと外来遺伝子DNAを制限酵素

EcoRIで切断すると電同じ付着末端の塩基配

列を生じる.両者を混合し司 DNAリガーゼで

結合させてキメラプラスミドを作製し，大腸菌

に形質転換する.プラスミドが入らなかった大

腸菌はAmpS. Tcsとなり司アンピシリン寒天

培地では増殖できない.プラスミド自身が入っ

たものはAmpr.Tcrとなる.キメラプラスミド

が入ったものはAmpr.Tcsとなり，これらを区
別することカずできる.

Amp ・Tc耐性菌

EcoRI 

染色体
DNA 

DNA抽出

Ampr:アンピシリン耐性遺伝子

Tcr テトラサイクリン耐性遺伝子

ori :複製開始点
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超遠心

。プラスミドの形質転換

分画

IOoC釧
l oo~o q 
'(OOgJ 

pBR322プラスミドはアンピシリンとテトラサイクリンの薬剤耐性遺

伝子を持っている.このプラスミドを保持している大腸菌からDNA

抽出液を調製し，塩化セシウムを溶解して超遠心を行うと，塩化

セシウムによる密度勾配が形成され司染色体DNAとプラスミド

DNAを分離することが、できる.エチジウムブ‘口マイド‘を加えておくと

DNA鎖に入札紫外線照射下で染色体DNAとプラスミドDNA

の各バンドが、確認できる.取り出したプラスミドDNAを塩化カル

シウム処理した大腸菌に加えると，細胞内に取り込まれ複製を開

始し，アンピシリン・テトラサイクリン耐性菌になる.

Amp ・Tc感受性菌

形質転換

(。0) 
形質転換された
Amp ・Tc耐性菌

。プラスミドDNAの電顕写真

スーパーコイル状の環状構造がみられる(円内).

外来遺伝子
EcoRI切断点

E111111時時1IIIIIIIILJ-t-tIjlllllLfi司U且U

EcoRIで切断
AATT 

複製~ A't"Th.... 
LY'、~ EcoRI

向 Tcr 切断点

Ampr可.(JJ.).Y

EcoRIで切断

DNAリガーゼ

くOdも〉
遺伝子クローン

形質転換

suzukiyadm
ハイライト表示

suzukiyadm
ハイライト表示



2ファージ phage
バクテリオファージAの複製に不要な遺伝子部

分を外来遺伝子と置き換え，in vitroパッケージ法に

よりファージ粒子を試験管内で作製し，宿主大腸菌

に感染させてファージフラークphageplaqueとして

遺伝子クローンを得る.

。λファージ‘の生活環(ライフザイクル)
Aファージ‘は大腸菌に感染後，2つの行動をとる.

①Aファージ、の遺伝子，タンパク質を合成し，ファージ、粒子を

作仏菌を溶菌する(溶菌生活環).

②宿主菌の染色体に組み込まれ、溶菌することなくー宿主が

分裂増殖してもファージ‘遺伝子が保持される(溶原生活環).

ザ c 0)面談3NA
ファージ‘

l然も昆
建主ピ通量 l蒋乙β〉 新生ファージ

' ‘ ーー
の再感染 ，、-、... ~ ，.、.

溶菌司ファージ‘の流出

ハV

ファージの形成
ファージ遺伝子の発現による

ファージ、DNAとタンパク質の合成

頭部o
A， F 1 

鎖状DNA

唱ヨ
FII 

尾部 申

D 

。A遺伝子欠損 f} 0， F遺伝子欠損司

D in vivo のファージ DOf}の組み合わせ
(Horn， B & Horn， T : Proc. Nat. Acad. Sci. USA 71 (6) ; 2375， 1974) 

。λファージ.の加 vitroパッケージ.
Aファージ‘粒子の作製は，複数の構成タンパク質が順序よく正しく組み上げ‘

られる必要がある.構成タンパク質遺伝子中のA遺伝子あるいは D，F遺伝

子をそれぞれ欠損している大腸菌の細胞抽出液を用いてinvitroで、λファー

ジONAをパッケージ.してファージ、粒子を作らせると，それぞれ不完全なものし
かできない.両者の細胞抽出液を混合してパッケージ、すると、感染能を持つA

ファージ、粒子を完成することができる.
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アガロースゲル電気泳動

小さなDNA断片は大きなDNA断片よりも速く移
動する.ゲル内を移動したDNA断片は分析・回収
することができる.泳動終了後，ゲルをDNA結合
性の工チジウムブロマイド溶液に浸す.ゲルに紫

外線を照射すると、蛍光で発色するDNAバンドを
観察できる.

ゲノムDNA Sau3A切断部位

…U
L
一

Aベ‘クターDNA

BamHI 

右アーム

・・・・・・・.

BamHIで切断

左アーム

• 

Sau3Aで部分分解

E・・・・・・LI・・・・・・・ー・・・・・・圃La圃園・圃・E

E・E・- ----・E・--..・E・-
圃圃・・・圃置圃鑑珂

Sau3A断片

一一一一
・・・・圃---ー圃. .・圃園田園

15kb断片を分離

{実験例]AファージのDNAはHindillの切断部
位を8カ所持っているため，未知のDNA断片のサ
イスeを決:めるマーカーとしてよく用いられる.

レーン1はλファージをHindillで切断する前，レ
ーン2は切断後.

A 77'ージ、DNAの
H的dill切断地図

2 

Er--r.d電，
F

J‘、

23130 
23.13kb 

9.42 

6.56 

in vitroパ、ソケージ

ゲノムDNA
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2027 

2322 

564 
125 

9416 

6682 

4361 

2.32 
2.02 

大腸菌に感染

一一ア-フ
フ
プ

スクリーニング

@ファージ‘クローニング

Sau3A(ψGATC小、4塩基認識)で切断した供与体の
DNA断片と、 BamH1 (GψGATC"、C，6塩基認識)で
切断して得られた Aファーシ‘DNAアームを結合させて
重合DNA鎖をつくり， λファージ、川vitroパッケージ法
によりファージ、クローンを作製する.
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3 コスミド c∞。ω側附osm剖釦釧『町m
フプ。ラスミドの自己複製能.薬剤耐性遣伝子に

Aフア一ジ粒子の封入に必要なcosi遣童{伝云子を併せ

持つたべべ‘クタ一.in vitroJやyケージ法により 77

ージ粒子を試験管内で作製し司宿主大腸菌に感染

させると司プラスミドを保持したコロニーとして遺

伝子クローンを得ることができる.大きいサイズ

の外来遺伝子をク口一ニングできる.

Sau3A切断部位

Sau3Aで部分的に切断

E -圃圃.... ・E・- -圃圃置

圃・圃圃・・._.圃園圃圃圃E且圃・・圃・・~圃・・置』・・・・・圃

圃圃圃-= 35~45kb 断片

ベクタ-DNA ゲノムDNA
c一一一一一一〈一一一一一一一""~一一一一---^、一一一一一「

圃圃圃圃圃圃圃圃 「 一一-

cos部位 Tcf 

@コスミドクローニング

Sau3A(ψGATC小司4塩基認識)で切断した供与体のDNA
断片と司 BamH1 (GψGATC司、C，6塩基認識)で切断して
得られたコスミドDNAを結合させて重合DNA鎖をつくり司
Aファージ‘invitroパッケージj去によりフ7ージ、クローンを

作製する.ファージ‘クローンを大腸菌に導入して抗生物質

(テトラサイクリン;Tc)を添加した寒天培地で選択培養す

る.得られたコロニーからプラスミドとして回収する.

4ファージ‘ミド phagemid
プラスミドとファージベ、クターのハイブリッド.

宿主細胞内で二本鎖DNAプラスミドとして増殖で

きるが司ヘルパーファージの感染により一本鎖の

ファージミドDNAが複製されファージ粒子として

細胞から放出させることができる.

コスミドベクター

BamHI 

cos部位 Tcf 

in vitroパッケージ

向
判

u
のすAI
 

の
U
《官

大腸菌細胞 組換えコスミドを
プラスミドとして回~X

大腸菌に導入し司 Tc耐1性クローンを選択培養

ゲノムDNA
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ゲノムクローニングとcDNAクローニング

遺伝子クロ一二ングは大別して，染色体DNAを出発材料
にするゲノムク口一二ングと， mRNAを出発材料にする

cDNAク口ーニングがある.

3 遺伝子工学
遺伝子組換え技術
combinant DNA 

2 C~~.~ ク口一二ンク
mRNAを鋳型として逆転写酵素を用いて相補的DNA(complementary 

DNA ; cDNA)を合成して宅ベクターに挿入して行う.cDNAクローンが産生

するリコンビナントタンパク質は生理活性を発揮でき司抗体やリガンドを用い

たスクリー二ングが可能である.

mRNAの回収mRNAの吸着
RNA画分
の添加

ゲノムクロ一二ング

細胞から全ゲノムDNAを制限酵素で切断し司ベクターに挿入して作製

するショットガン法で行う.通常，染色体DNAを4塩基認識の高頻度切断制

限酵素(たとえば‘Sau3A;GATCを認識して切断する)で部分消化した20kb 

に及ぶDNA断片を司 6塩基認識の制限酵素(たとえばBamH1 ; GGATCC 

を認識しSau3Aで切断したDNA断片と結合できる)で切断したファージベ

クターやコスミドベクターと結合させてライブラリーを作製する(前項参照).

原核細胞のゲノム遺伝子クローンが産生するリコンビナントタンパク質は機

能的に発現するが¥真核細胞ではイン卜口ン部分を含んでいるので，目的遺

伝子の本来の生理活性をもたない.ゲノム遺伝子クローンは，構造遺伝子の

ゲノム解析や遺伝子発現の調節エレメントの解析に利用される.
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組織・細胞

逆転写酵素

mRNAの調製

cDNAク口一二ングゲノムク口一ニング

mRNA 
〉湖、
K
A

Zj|t N 
K|rRA 

~ mRNAの精製
①細胞や組織からRNAを抽出し，オリ
ゴdTセルロースやオリゴdTラテック

スビーズのアフィニティカラムに添加

する.

②mRNAのポリAがオリゴdTに結合
する.rRNA， tRNAをよく洗い流す.
③吸着したmRNAを回収する.

遺伝子発現サブク口一二ング

，1)コンビナントタンパク質の量産塩基配列の解読

遺伝子産物の利用

遺伝子産物の機能解析

ゲノム解析

遺伝子発現調節機構の解明

Section 3 54 



.> poly A 
3' C; cDNAク口一二ング

1 mRNAを3寿型にーオリゴdTをプラ
イマーにして，逆転写酵素を用いて

cDNA(一本鎖)を合成する.

3 2 rT1RNAをRトJaseで分解し司 DNA

ポリメラーゼ、を用いて一本鎖DNAを鋳

型に対合鎖DNAを合成する.

3一本鎖ループをS1ヌクレアーゼを
用いて除去する.

?， 4E訓 Iメチラーゼを用い EcoRI

切断部位をメチル化して保護する"

5 DNAリガーゼを用いて EcoRI切
断配列をもっリンカーを連結する.

3 
5' 6 EcoR 1で切断し司 EcoRI付着末
端をつくる.

7発現ベクターに挿入する.発現ベ
クターは，誘導可能なプロモーター『卜

リフ。レットコードのフレームを合わせら

れる翻訳開始コドン噌精製に便利なヒ

スチジンヘキサマーや融合タンパク

質司挿入のためのポリリンカ一司転写と

翻訳の終止コドンなどの遺伝子をもつ

ものが開発されている.

1 逆転写酵素

mRNA 5' 

cDNA 3' 

2 I RNase 

mRNA 5'・・・.......
cDNA 3'[ T.TT. 

二本鎖

cDNA 

Me 

EcoRI 

.M』eー

「ー
Me 

7 DNAリガーゼ

Y 
Ec空里L Kpn 1 BamH 1 Pst 1 Hind m ・・・・・.GAGCTCGGTACCCGGGGATCCCTGCAGGCATGCAAGCTTGG
、 ¥ ポリリンカー
、』司、/

，山、
6XHis司融合タンパク遺伝子

ATG 

プロモーター

3サブトラクシヨン法
高等動物の遺伝子ライブラリーから司ある目的遺伝子クローンをスクリ

ーニングするためには， 100万個にも及ぶクローンを同定せねば、ならず，抗

体や核酸プローブを利用する方法や，機能的スクリー二ング法にも限界があ

る.そこで，ある細胞に特異的に発現している未知の遺伝子，発生過程の違

いや細胞に刺激が与えられて発現する遺伝子などをク口一二ングする場合，

サブトラクション法が応用されている.サブトラクション法は，目的とする

cDNAを対象の共通する遺伝子の mRNAで結合させ，差し日|し 1て残った

cDNAをク口一二ングする.

-Ic:tl~mi厄・・

mRNA 

判。一O
MMF
O
 

ファージ 、

一本鎖プラスミドDNAの回収

。サブ.トラクシヨン法の例

1 (+)(一)両方の細胞からmRNAを調製し、ファージ‘ミド
ベクターで(+)細胞のcDNAライフラリーを作製する.

2へjレj"¥ーファージ.を(+)細胞の遺伝子クローンに感染
させ一本鎖プラスミドとして回収し，ビオチン標識した(一)

細胞のmRNAを結合させる.

3ァビジンを加え(ビオチンとアビジンは結合して安定な
複合体をつくる)司フェノール処理してビオチンとアピジン複

合体を沈殿させ除く.

4 (一)細胞mRNAと共通しないプラスミドDNAを二本鎖

DNAに変換し，大腸菌に形質転換してサブ卜ラクションクロ

ーンを回リ又する.

回収された遺伝子クローンは(+)細胞のみに発現している

確率が高く司塩基配列を解読し，塩基配列・アミノ酸配列の

ホモ口ジ一検索やモチーフ検索などを行う.

-.-団臨iI出・・

ベJ、へ戸 ビオチンによる

Jヤ~ mRNAの標識

アビジン
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。 目的遺伝子がコードするタンパ

ク質と結合するリガンドを用いる.

例:ホルモン受容体の場合唱そのホ

ルモンをリガンドとして応用できる.

。 目的遺伝子がコードするタンパ

ク質に対する抗体を用いる.

例:標的タンパク質を精製し司抗原

としてウサギなどに免疫して抗血清

を作製する.作製した抗体を直接司

酵素標識するカ¥またはウサギの抗

体に対するヤギなどの酵素標識二

次抗体を用いる.

。 目的遺伝子のDNA配列と相補
的なDNA(またはRNA)プローブを
用いる.

例:目的タンパク質のアミノ酸配

列から塩基配列を推定し司オリゴヌ

クレオチドを化学合成して放射性標

語iし， DNAプロープとして用いる.

遺伝子クローンのスクリーニング

遺伝子ク口一二ングのプロセスで重要でかつ

困難なのは，目的遺伝子クローンを選択することで

ある.通常可ファージフラークあるいは溶菌させた

コロニ-中のDNAや遺伝子産物をニト口セルロー

ス膜などに吸着させて， DNAプローブ句抗体司特異

的リガンドなどを用いてスクリー二ングを1Tう.

4 

1251放射性標識

リガンド

ふと工
.̂ .̂  

ウサギ

一次抗体

~(~~ ~( 
i ~( 11 ~r 

32p放射性標識

DNAフローフ

へ./'vへノヘ〉
""'-'内v

~""'】rv

にコ
一 戸J'ノ

~司.. - へ./'v
._ ._ ・・・
-・・._ 
・・ー・・ へ./'v

、Iグヤギ酵素標識
品 二次抗体

洗浄洗浄洗浄

--ー・・
ー・・

遺伝子クローンの

DNA，産物の吸着

-・
.. 
.
 
・.

ニトロセルロース

/ フィルター

オートラジ、オク‘ラフィ酵素反応による

基質の発色

-・・

オートラジ、オク‘ラフィ

マスタープレートとして保存

三〉
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遺伝子工学
遺伝子とその産物の

解析技術

4遺伝子遺伝子産物の検出法
電気泳動後のDNA，RNA，タンパク質をニトロセルロース膜

やナイロン膜に転写(blottingという)して， DNAプローブや

抗体を用いて検出する.①Southernblotting，②Northern 

blotting，③Western blotting がよく用い5れている.

1 :お。山m川刷H
DNAを制限酵素で切断し泳動後'ゲルか

ら膜に転写し司標識したDNAプローブやRNA

プローブを用いて DNA-DNA(DNA-RNA)ハイ

ブリダイゼーションを行いオートラジオグラフ

ィなどで相補性DNAを検出する.遺伝子診断や

遺伝子地図の作成などに応用されている.

プロッテイング(blotting)の実際

2 ~~:吋the川。t削ti
RNAを泳動後'膜に転写し，標識したDNA

プローブを用いてハイブリダイズさせてmRNA

を検出する.目的遺伝子のmRNAの同定・定量

が可能で司転写の遺伝子発現度を解析すること

ができる.

3 ~~蜘n blotting 
タンパク質をゲル電気泳動後『膜に転写し

て，標識した特異抗体を用いて数多くのタンパ

ク質バンドから目的タンパク質を特異的に検出

する方法である.

。 緩衝液の毛細管現象を利用して司主にアガロー

スゲル中のDNAやRNAを膜に転写する.

~電気泳動を利用して司主にポリアクリルアミドゲ
ル中の低分子のDNA(孟100bp)やタンパク質を膜
に転写する.

ろ紙

ニトロセルロースフィルター

ポリアクリルアミドゲル

重し

ぺ-j，¥ータオル

ろ紙

blotting液
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分子量マーカ-

DNA (Southern blotting) に 附A(North 刷 tting) Southern blotting (DNA) 

Northern blotting (RNA) 

r-v戸、，，~

32p放射性標識

DNAフローフ
"ノ-v

へ~ へノ-v

電気泳動

blotting 
非結合DNAプローブの洗浄

DNAフローフの
/¥イブリダイスε

~ Southern， Northern， Western blottingの手順

SouthernはDNAを， NorthernはRNAを， Westernはタンパク質をニトロ

セルロース膜やナイロン膜なと、に移送(blotting)して解析する.

Southern blotting DNAを制限酵素で切断し泳動後噌ゲルから膜に転写

し，標識したDNAプローブやRNAプローブを用いてDNA-DNA(DNA-

RNA)I、イブ、リダイゼーションを行い、オートラジオグラフィなと、で、相補性DNA

を検出する.遺伝子診断や遺伝子地図の作成などに応用される.

Northern blotting RNAを泳動後、ゲルから膜に転写し，標識DNAプロ

ーブを用いてハイブリ夕、イス・させ， mRNAを検出する.目的遺伝子のmRNA

の同定・定量が可能で，転写レベルでの遺伝子発現度を解析できる.

Western blotting タンパク質を泳動後、ゲルから膜に転写し，標識した

特異抗体を用いて結合するタンパク質(標的抗原)を検出する.目的タンパ

ク質の同定・定量が可能である.

オートラジ、オク、ラフィ
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Western blotting (タンパク質)

~(~~ ~( 特異抗本
γ ~r γ 

非結合抗体の洗浄

、グ酵素標識

品 二次抗体

酵素活性染色



アガロースゲル
電気泳動

2 3 

オートラジオクラフ

2 3 

。Southernblottingによる DNA解析の
実験例

32p放身す性t票詰iしたクローンDNAを用いた制
限酵素切断染色体DNA中のDNA断片の同定.

1.クローンDNA

2.制限酵素切断した染色体DNA

3. DNAサイズマーカー

クローンDNAと同サイズの染色体DNA断片

が~~められる.

(Archs Oral Biol. 37 (10) ; 807， 1992) 

アガロースゲル オートラジオクラフ
電気泳動

LPS 一十一+

←IL-6 mRNA 

。NorthernblottingによるRNA解析の実
験例

歯周病原菌内毒素のリポ多糖(LPS)によるヒ

卜歯根膜線維芽細胞の IL-6遺伝子発現の影

響.

線維芽細胞にLPSを加えて培養し司 RNAを抽

出してアガロースゲル電気泳動後司 32p放射性

4票i哉IL-6DNAプ口ーブでNorthernblotハイブ
リダイゼーションを行った.

左:RNA画分のアガロースゲル泳動写真で

28S， 18S rRNAのバンドカずみられる(両レー

ンとも同量).

右:オートラジオグラフ.LPS刺激により|し6

遺伝子発現が促進している.

(Biochem. Med. Metab. Biol. 53; 130， 1994) 

SDS-PAGE Western blot 

2 3 2 3 

。Westernblottingによるタンパク質解析の実験例
歯周病原菌遺伝子クローンの遺伝子産物の同定.

ベクターとクローン遺伝子をもっそれぞれの遺伝子クローン

の細胞抽出液をSDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-

PAGE)後，膜に転写し，歯周病原菌に対する酵素標識抗体を

用いて同定した.

1.遺伝子クローン

2.ベクターのみの宿主

3.精製した遺伝子産物

遺伝子クローンのレーンに対照の宿主菌には認められないタ

ンパク質が同定された.

(Archs Oral Biol. 35 (9) ; 693， 1990) 

kDa 

←200 

←116 

←94 

←68 

←43 

←30 
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遺伝子工学
遺伝子とその産物の

解析技術

5塩基配列の解読法
タンパク質のアミノ酸配列の決定は，目的タンパク質を

高度に精製した上でさ5に煩雑な実験操作を必要とする
が，目的遺伝子がク口一二ングできれば，塩基配列を解

読してアミノ酸配列を容易に推定できる.・1
1塩基配列解読(川sequen州)の原理
解読したいDNA鎖を鋳型として DNAポリメラーゼを作用させ1塩基ず

つ短いDNA鎖を試験管内で合成し， 1塩基違いのDNA断片でも分離可能な

尿素ーポリアクリルアミドゲル電気泳動で分離して読み取る.2種類の方法，

O化学的方法 (Maxam-Gilbert法)， f)酵素的方法 (Sanger法)が開発され

ている.DNA鎖の合成を終結させてしまうジデオキシヌクレオシド3リン酸

(dideoxynucleoside 3-phosphate ; 3' -OH基が3二Hに化学合成しである)

を用いる Sanger法が現在多く用いられている.ここではSangerのdideoxy

j去を例にとって説明する.

2酵素反応液の組成
@解読する一本鎖の鋳型DNA:一本鎖DNAを複製する M13ファージ、

ベクターにク口ーニングして一本鎖テンプレート DNAをつくる.

f)DNAポリメラーゼ， Mg2+ 

ODNAプライマー:in vivoでは DNA鎖の合成を開始させるためには RNA

プライマーが働くが，的 vitroではオリゴヌクレオチド自動合成機が開発さ

れ， DNAプライマーが用いられている E

。過剰のデオキシヌクレオチド(dATP，dTTP， dGTP， dCTP) : 32p放射性

標識(通常 [α32p]dATPか[α32P]dCTP)を含む.

@少量のジデオキシヌクレオチド(ddATP，ddTTP， ddGTP， ddCTP) 

「ベ
Jn
 

0
 

・

唱

E
A

ι
E
L
 

F
L
 

戸』円、unu fo 

DNAポリメラーゼ十 Mg2++テンプレートDNA+ DNAプライマー

+ 
(dATP， dTTP， dGTP， dCTP) 

+ + 
ddTTP(T) 

+ + 
ddGTP(G) ddCTP(C) ddATP(A) 

C T G GC ATG AC 且F、T'T C G T 

T C C T G 

C G T GC 且TG AC A p WT T C G T 

T:  C T GI ••••• G':AT G':AT 
C AG~C C AG ~ C 
G:AC;' G:AC;' 

A~G~G ZL T G G G A~ G ~G A T G G G 
CCA  CCA  CCA  CCA  
T G T C T G T C T G T C T G T C 

3酵素反応と解読
1 4種類の各反応液で DNA鎖を合成する.ジデオキシヌクレオチドが

取り込まれた場合唱 DNA鎖の伸長は停止するので1塩基ず‘つ短いDNA鎖が

合成される.

2各反応液を同時に原素ーポリアクリルアミドゲル電気泳動を行う.

3ゲルを凍結し唱 X線フィルムを用いてオートラジオグラフィを行う.

432p放射性工ネルギーで感光して形成されたオートラジオグラフのラダーを
順番に読んでいく.

また，デオキシヌクレオチドをレーザー感応性の蛍光物質で標識して反応さ

せ，蛍光ラダーを読み取る自動レーザー蛍光DNAシークェンサーが開発さ

れている.この方法によって，短時間に多くの塩基配列が決定できる.解読

された遺伝子の塩基配列データは膨大な量になり，コンビューターを用いて

保存・解析される.今後，ヒ卜ゲノム計画の進展もあいまって，さらにデータ

ベースカず蓄積され，分子生物学，分子遺伝学などの研究はインターネットを

利用したデータベースの利用が‘不可欠になっている.



-・・・》 1 

角詰売するDNA

テンプレートDNA

DNAフ。ライマー

5' CGATGATATCCACCGG 3' 

3' GCTACTATAGGTGGCC 5' 

3' GCTACTATAGGTGGCC 5' 

111 1 

5'図面

過剰量のdATP，dTTP， dGTP， dCTP 

+ + 
dd$TP(G) 

+ 

GATATCCACCGG ，GTATCCAC 

32p放射性標識

2 ポリアクリルアミドゲル電気泳動

3 オートラジ、オク.ラフィ

A T G C 

G GATATCCACCGG 
G GATATCCACCG 
C GATATCCACC 
C GATATCCAC 
A GATATCCA 
C GATATCC 
C GATATC 
T GATAT 
A GATA 
T GAT 
A GA 
G G 

蛍光剤標識

ポリアクリルアミドゲル電気泳動

蛍光レーザーシークェンサー

A T C C A C C G G 
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6ポリメラーゼ連鎖反応
PCR法によって，細胞・組織か5ごく微量のDNAを抽出
し特定領域DNAを増幅して遺伝子診断などに供すること

が可能になっている.

1 ~C:I~州mer制 chain reactio内
の原理

鋳型となる二本鎖DNAの標的部分をはさむ両端の

塩基配列の情報から上流と下流の DNAプライマ

ーを合成し，耐熱性のDNAポリメラーゼ(Taqポリ

メラーゼ)の応用によって司サーモサイクラーを用い

てPCR反応による特定遺伝子領域の増幅を行う.

理論的には反応サイクルの2nで増幅できるのでー

たとえば20サイクルでは約 10ペ30サイクルで約
109の増幅が可能である.

民
d

q

u

熱変'1主

プライマー
5' 5' 

プライマ

q

u

R

U

 

(サーモサイクラ一)

(帆 1分)
55

0

C， 30秒

熱変性により一本鎖DNA
になり唱DNAプライマーカず
結合する (アニーリング)

Taqポリメラーゼによる DNA合成 ( 72
0

C 司 1~3分)

2回目の熱変性
PCR反応液

鋳型DNA

デオキシ
ヌクレオチド

~ PCR法の原理

1反応液を加熱(940C)して，鋳型DNAを一本鎖にする.

2冷却 (550C)して上下DNAプライマーを標的配列の両端に

結合させる.

3加熱(720C)してTaqポリメラーゼに鋳型DNAに相補的な
新DNA鎖を合成させる.

4再び反応液を加熱して司合成された二本鎖DNAを一本鎖
にする.この工程をサーモサイクラーで繰り返す.

3回目の熱変性

2本のDNA鎖が、合成される

(:;:;:;ゐ)

4本の一本鎖DNAになりー
それぞれにフ。ライマーが品吉

合する

(720C， 1~3分)

4:2ドのDNA鎖が合成される
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2R肝肝T下-附 (，叩r附set廿rans
PCR法と逆転写酵素反応応、を組み合わせたRT-PCR法は司細胞から抽

出したmRNAからcDNAを合成して司これを鋳型にして PCR法で増幅し，ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動で分析する技術である.この方法によって

mRNA量を推定し司転写レベルの遺伝子発現を定量できる.

mRNA 
5' AAAAA 3' 

LPS一 LPS+ 

IL-6 

TTTTT オリゴdTプライマー

3' 

3' 

3' 

3' 

5' 

5' 

5' 

5 

cDNA 

フ。ライマー

J..._1 

--l_2 

逆転写酵素によるcDNAの合成
GAPDH 

5' 

目的遺伝子に特異的なDNAプライマー
(上流)を加えた第1段階のPCR反応 a RT-PCR法による実験例

二本鎖cDNAが合成される

5' 

3' 

5' 

DNAプライマー(下流)を加えた
第2段階のPCR反応

3' 

プライマ
5' 

5' 

PCR反応による増幅

a RT-PCR法の原理

歯周病原菌リポ多糖(LPS)によるヒ卜歯肉線維芽細
胞のIL-6遺伝子発現の影響.

線維芽細胞にLPSを加えて培養し， RNAを抽出して
cDNAを合成後司 IL-6遺伝子のPCRDNAプライマ
ーを用いてRT-PCRにより遺伝子増幅した.PCR産
物をアガロースゲル電気泳動後司観察した.LPS刺
激により IL-6遺伝子発現カf促進している.

なお， GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase)は遺伝子発現の変動が少なく、内部標準
として用いられる.

(Mech. Aging Oev. 87; 47， 1996) 

1細胞・組織から抽出したmRNAのポリAにオリ
ゴdTプライマーを結合させ，逆転写酵素を用いて
cDNAを合成する.

2鋳型cDNAに対するDNAプライマーを結合さ
せ司二本鎖DNAを合成する.

さらにPCR反応を繰り返す 3以下，サーモサイクラーを用いてPCR法で増幅
する.
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遺伝子工学
動物細胞への

遺伝子導入

7動物細胞への遺伝子導入
遺伝子クロ一二ングによって分離された特定遺伝子の

DNAを，動物の培養細胞にトランスフェクション(trans-

fection)させて導入する.遺伝子産物の量産や特定遺伝子

の生理機能の解明に役立て5れている.

1動物細胞の発現ベクター
@動物細胞内で発現するプロモーター， 8イン卜口ン司転写ターミネー

タ，ポリA添加配列， 0ポリリンカー(複数の制限酵素切断部位)， D薬剤
耐性マーカーなどの遺伝子をもっ.薬剤耐性遺伝子は，チミジンの合成阻害

剤であるアミノプテリンに対するチミジンキナーゼ遺伝子(tk)やタンパク合

成阻害剤であるネオマイシン系のG418に対するアミノグリコシド酸転移酵素

遺伝子などが汎用されている.通常，大腸菌内で複製できるように大腸菌プ

ラスミドを連結しである.このように複数種の宿主内で利用できるものをシャ

トルベクターという.

大腸菌の

複製開始点一一一一

| 大腸菌の
、 薬剤耐性遺伝子

一一動物細胞の
薬剤耐性マーカー

動物細胞の
プロモーター ー一一→

ポリリンカ一

目的遺伝子

ターミネータ一・
ポリA添加配列

て ー イン卜口ン

転写

一次mRNA

スプライシング

AAAAAA成熟mRNA

2培養動物細胞へのDNA導入法
A DNAとリン酸カルシウムの共沈殿物やDNAリボソーム複合体を細

胞に吸着させ司食作用を利用して取り込ませる.

Bエレク卜口ポーレーションにより細胞膜に一過性の穿孔を起こさせ唱 DNA

を取り込ませる.

Cリボソーム(人工的に作製した脂質小胞)に DNAを入れて細胞膜と融合さ
せ司細胞内に移入する.

内・

4
Jn
 

0
 

.
、
目
ム

ふ
E
L
n
L
 

凸
LPD
 

，斗fn
v
 

A 

チミジンキナーゼ(tk)遺伝子

~一気d目的遺伝子

B c 

1)ン酸Ca リボゾーム

tk-細胞へのDNAの移入~DNAの核内への移送

r"， ~~司r、巨4・ < I -v誌 ♂ 選択培地で培養
¥ベ .-.._~二五 /'

tk+細胞のみが生存

思
目的遺伝子の発現



3 トランスジ‘工ニツク動物
トランスジ、エニック動物 (transgenicanimal) 

とは外来遺伝子を人工的に導入された動物で，組換

えDNA技術により単離された遺伝子を受精卵や匪

幹細胞に移入して作製する.導入遺伝子は生体の

全細胞の同一染色体に組み込まれ司各組織で発現

する.この才支{荷はマウスやブタなど手重々の動物に対

して試みられており，多くは特定遺伝子を過剰発現

させる.したがって司遺伝子の発現様式は生体にと

って必ずしも生理的でないこともある.

次のような目的で応用されている.

。 特異的遺伝子発現の調節機構の解明:たとえば、

組織特異遺伝子の機能解析や遺伝子発現の調節機

構の解明，癌遺伝子の導入による癌の発生と遺伝

子の機能解析.

@ 特異遺伝子産物の過剰生産:たとえば‘成長ホル

モン遺伝子の導入によるジ、ャイアントマウスの作製.

@種を越えた遺伝子の個体での発現:たとえば‘ヒ

トMHC遺伝子のブタへの導入によるブタ臓器のヒ

卜臓器移植への利用.

@トランスジ.工二ック動物の作製法

A受精卵注入法 @交尾させた雌マウスの輸卵管から受精
卵を採取する.f}目的遺伝子を受精卵の前核中に顕微鏡下

でミク口マニピュレーターを用いて注入する.D遺伝子移入
した受精卵を偽妊娠マウスの輸卵管に移植する.

Bレトロウイルス法 @交尾させた雌マウスの輸卵管から
受精卵を採取する.f}8細胞期の佐細胞に目的遺伝子を組

み込んだレ卜口ウイルスを感染させる.D目的遺伝子を移入
した匪細胞を偽妊娠マウスの子宮に移植する.

C ES細胞法 @匪盤胞期の多分化能をもっ内部細胞(ES
細胞embryonicstem cell ; 113ページ参照)を採取し培養す

る.f)目的遺伝子をトランスフェクション法，レ卜口ウイルス

法司エレクトロポーレーション法により ES細胞に導入する.

@目的遺伝子が導入されたES細胞を旺盤胞に注入する.。

偽妊娠マウスの子宮に移植する.

目的遺伝子の導入時に薬剤耐性遺伝子を組み込んでおき，

ES培養時に薬剤を用いると，目的遺伝子が導入されている

ES細胞のみを選択培養できる.また，工ンハンサー遺伝子が、

判明している場合唱工ンハンサー遺伝子を組み込んでおくと

特定の組織にのみ発現させることが、できる.たとえば¥インシ

ュリンの工ンハンサ一・プロモーターを組み込んでおくと弔牌

臓でのみ目的遺伝子を発現できる.

/ーマ?二万 x ('τ4ゲー¥
/ ♂ /イい /"'- '1/斗¥) 午 ¥ 

Cこえ¥ぷやわ マ間交配 4会/~ノラコ

B 

時

JUO
思

培養

庇盤胞

目的遺伝子を

ES細胞に移入

/ーマ~~~
Cこ;¥ぷ吋ふ

F令(¥1J 、/TFぎり
み(わ之~ CCミ3JLぐ

トランスジ、ェニックマウス

一ノ/PF7JP
ζご"~'---.::$ベヰえる

キメラマウス

l 
交配によるへテ口型・ホモ型

トランスジ‘ェニックマウス
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4ノックアウト動物

ぐうノックアウト動物 (knockoutanimal)とは，染

色体内の特定遺伝子に変異遺伝子を導入し司その遺

伝子機能を欠損させた動物をいう.

ノックアウト動物は司 。標的遺伝子の産物の生理機

能の解明司 @標的遺伝子欠損動物と遺伝子疾患、動 司、--
物の表現形質の検討による疾患遺伝子の解析，遣 ES細胞の作成

伝子治療，などの応用が期待されている.
会友重£孟ト

種々のノックアウトマウスが作製され，ある遺伝子を

1つ破壊しただけで司生体にいろいろな変化が生じ

たりー逆に変化が認められない場合もある.後者の

場合唱複数の遺伝子が生理機能を補し 1合っていると

考えられ司代謝調節機構の解析に有用である E v ¥..-" 

破壊した遺伝子の移入

66 I Section 3 

@ノックアウト動物の作製法

1マウスの佐盤胞の細胞を株化したES細胞を用意する.

2工キソン部分を破壊した標的遺伝子を ES細胞に導入

した後，匪盤胞に注入する.

3誕生したキメラマウスと野生型マウスを交配してヘテロ
接合体のF1世代を得る.

4ヘテロ接合体どうしを交配してホモ接合体を得る.

ホモ接合体は目的遺伝子の発現が欠失し司ヘテ口接合体

は発現が、減弱している.

目的遺伝子

_..--l.-_ 

_ . _ 
目的遺伝子の破壊

ぷb
cミトミ(ふ F1キメラマウス

r74f~¥J 
交配

、~- \__ー~
令ア&ノコニヨ

ホモ接合体



5核移植によるクローン動物
動物の発生を人工的に操作して動物個体を作り出す新しい学問領域と

して生殖工学，発生工学が確立されつつある.1997年，体細胞クローンヒツ

ジ「ドリーjが誕生した.次いでマウス，ウシなど種々の動物で成功している.

2倍体の体細胞の核を用いて，卵子を精子の受精なしに胎児を誕生させるわ

けであるから，体細胞を供与した動物と全く同じクローンが誕生することに

なる.通常，卵母細胞を成熟させ司除核未受精卵を作製し，体細胞の核移植

や細胞融合法を利用する.

クローン動物の問題点として，体細胞保持未受精卵の移植後，流産司早産司

死産が起こることも多い.また，受匪雌では胎盤の巨大化，羊膜水腫，分娩

の微弱徴候司後産の停滞などが〉産仔では過大仔，瞬帯肥大，右心室肥大，

低酸素症，低ヘモグロビン値哩リンパ球減少などの異常がみられる.その原

因として，用いた体細胞のテ口メア長，ミ卜コンドリア遺伝子が移植されない

こと，などが議論されているが明らかでない.

現在，日本ではヒ卜クローン規制法によって司クローン人聞を作製すること，

ヒトか動物か判断できない個体を誕生させることは禁じられている.動物の

特定佐細胞にヒト細胞を混合する動物性集合匪の作製や司ヒト遺伝子を持つ

怪を作製して幹細胞を取り出す研究は認められており，再生医療への応用が

期待されている.

。核移植によるクローン動物

E~・"'j- -*IB 週・・・・・・
マウス 卵丘司卵胞上皮，尻尾

ヒツジ 乳腺，胎仔

ヤギ 胎仔

ウシ 卵_fr，卵管‘耳，筋肉

。核移植の受精卵の時期

マウス

ヒツジ

ヤギ

ブタ

ウシ

サル

2細胞 4細胞 M 細胞桑実腔 怪盤胞 叫胞 E 

いろいろな動物に対して核移植によるクローン動物の作製カず試みられており，容易に採取で

きるドナー細胞を含めて用いられ‘成功している.また，発生過程における生殖系上の細胞核

の発生能力が、検討され， 2細胞期から腔盤胞あるいは ES細胞の核移植で種々の動物のクロ

ーンが作製され，移植した核が全能性をもつことが示された.

クローン

。クローンウシ

@クローンヒツジ「ドリーJ
6歳の妊娠ヒツジの乳腺培養細胞の核を，

染色体除去した未受精卵に核移植して発

生させ，受任雌に移植した.

(Ian Wilmut， et al. : Nature 385 ; 812， 1997) 

15日目の子牛の耳から採取した皮膚細胞をドナー

細胞核として核移植で誕生したクローンウシ.この

ケースでは出産51目に死亡している.

(Renard JP， et al.・Lancet353; 1489， 1999) 

コントロール
@クローンマウスの異常

一般にクローン胎児の流産率は高く，また

核移植によって作製されたクローンマウス

の胎盤は司コントロールに比べて 2~3倍

の大きさをもって生まれる.

(若山輝彦，柳町隆造:Nature Genetics 22; 127， 

1999) 
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8川診断
DNAプローブを用いたサザンプロット法を利用して，疾

患遺伝子の異常を判定したり，標的遺伝子と連鎖してい

る遺伝子や反復配列の多型を調べるととによって遺伝子

疾患の保因者を発症前，出生前に診断することができる.

1疾患遺伝子の検出法
検出用DNAマーカーは，染色体の目印として連鎖解析に重要であり，対

立遺伝子(allele)を認識するためには多型に富むことがF必要である.。制限

酵素断片長多型(RFLP)，Dミニサテライト多型司 @マイクロサテライト多型
が用いられている.

。PCR-SSCP法:mRNAからcDNAを合成し， PCR法で増幅した DNAを

一本鎖にしてハイブリダイスεさせ，ゲル電気泳動法で正常遺伝子DNAと移動

度の遣いを観察する.1塩基の遣いでも異常を検出することができる.

0PCR-シークェンシング法:ベクターへの挿入に都合のよい制限酵素切断

配列と疾患遺伝子のPCR用プライマー配列を連続させたDNAプライマーを

用いて増幅し，塩基配列解読用のプラスミドベクターに組換えて塩基配列を

直接解読する.

細菌やウイルスなどの病原因子や特異遺伝子DNAプローブを用いた感染症

のDNA診断も可能になっている.

。RFLP分析の基本原理
制限酵素で切断した標的DNA断
片をゲル電気泳動後，疾患遺伝

子をDNAプローブに用いてサザ
ンブ‘口ッ卜分析を行い，遺伝子の

欠失，塩基置換，再編成などを判

定する.

正常

制限酵素の
切断部位

v 

DNAフ。口一ブ.-v v 

2制限酵素断片長多型(伺怖R肝F眠 r陀e鈴州s
phism) 

個体の遣いにより遺伝子座の多型があるように，遺伝子の塩基配列にも多型

性をもっ部位があり唱制限酵素による切断パターンが異なる.これを利用し

て司 DNAプローブを用いてサザンブロット法により RFLPを示す多型性を検

出することができる.ある遺伝子疾患と RFLPとが連鎖しているとき， RFLP 

を示す部位と病因遺伝子との染色体上での位置が接近していると減数分裂

時の交文の確率は低く，分離せずに子孫に伝承されることから雫遺伝子疾患

を診断することができる.

DNAフ。口一ブ-
allele A 
v 
L___---10 kb 

v 

家族系統図 522 
AA~AB 

AB白 OAA

-
allele B 
v 

L一一6kb一一一ι2kb_j 

kb 

6 
サザンブ、口ッ卜

の結果

2 

」一一一 8kb一一一一一L2kb_j

v v 

~ RFLP分析による連鎖解析の原理

v 変異 v 欠失 v 挿入 V v 再編成
「

r::::し=ー 5.5kbー ←ーL2kb_j
コ • E=L=- 6kb一一=一L3k・b・」・・L一一一一8kb一一一」 L一一一6.5kb一一_l_2kb _j 

8 kb kb kb kb 

6.5 圃・・田 6 
5.5 

3 
2 圃圃・・ 2 
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。家族性高コレステロール血症患者

のLDL受容体遺伝子の診断例
口男性

O女性
~患者

kb 

16.5 
10.5 

3.5 

LDL受容体を用いたRFLP分析



3ミニサテライト多型
染色体DNA中には個体ごとに高い頻度で異な

る短いDNA配列の繰り返し(反復配列)が存在する.

このうち数十塩基のものをミ二サテライト DNA(ま

たはVNTR; variable number of tandem repeat) 

という.ミニサテライト DNAは多くの染色体のテ口

メア側に分布し，対立遺伝子の数が多仁個人識別

や親子鑑定など法医学の分野にも応用されている.

4マイクロサテライト多型
2----数塩基の繰り返しをもっ15----30bpの反復

配列をマイク口サテライ卜 DNAと呼ぶ.2塩基の場

合を dinucleotiderepeat polymorphismといい司

CA repeat， GT repeatが実日られている.CAリピー

卜は染色体に広く分布し，ヒトゲノムあたり5万----1 0 

万個存在するので司ヒトゲノムを30億bpとすると30

----60kbに1個存在することになる.

A 8 C D E F 母女女父

。個人識別と親子鑑定への応用例

左:血縁関係のない人のDNAフィンガープリントのサザン

プロット分析.DNA断片が一致していない.

右:家族のDNAフィンガープリントのサザンブ.口ッ卜分析.

子のDNA断片は父母から由来している.

DNAフ。口ーフ-v 
一一 _.... 一一一一一一一ーー一ーー

v 
allele A 

L一一 3.0kb一一」

v 
~士一」ヰ: う自... 

v 
allele B 

L一一一一一3.5kb一一一一」

v 
allele C 

L一一一一一一4.0kb---

allele 0 v 

パ~30ト:
CATACT・・・・・・・・・・・・GCAAT

。ミニサテライト多型分析の原理と対立遺伝子の連鎖解析の実際

-砂
n=5 

CACACACACA 
allele A GTGTGTGTGT 

4・.. n=7 

CACACACACACACA 
allele B GTGTGTGTGTGTGT .. .. n=8 

CACACACACACACACA 
allele C GTGTGTGTGTGTGTGT 

‘. 
-・

n=10 

CACACACACACACACACACA 
allele 0 GTGTGTGTGTGTGTGTGTGT 

‘圃
。マイクロサテライト多型分析の原理と対立遺伝子の連鎖解析の実際

v 

ABιruCO 

口男性

O女性

AC白 OBO

AB o--roCO 
口男性

O女性

AC白 OBO

n=8 
n=7 

n=5 
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5 陀m 件附-5鈴5Cωp(ωs剖釧訓判州in阿n時1瑚91胞es鮒tl廿r削，
一本鎖DNAは司部分的な塩基対の形成を含め，種々の分子内相互作

用によって複雑かつ塩基配列特異的な高次構造をとる.そこで， PCR法で増

幅した標的DNAを一本鎖にしゲル電気泳動によって正常遺伝子との移動

度の遣いを観察する.この方法により喝 1塩基の異常でも検出することがで

きる.また唱 mRNAからcDNAを合成して，疾患遺伝子を増幅して行うRT-

PCR-SSCP法も有効である.

6 ~~~:シークエンシンク法
標的遺伝子のPCR用DNAプライマーを合成し，患者から採取したDNA

をテンプレートに標的遺伝子をPCR法で増幅し、塩基配列解読用のプラス

ミドベクターにク口一二ングして，塩基配列を直接解読する.その塩基配列

を正常遺伝子と比較して変異を検出する方法である.

。PCR-シークエンシング法の実例
悪性貧血のサラセミアは，ヘモグロビンタンパク質であるグ

ロビンの遺伝子異常により発症する.βグロビンは第11染

色体に1つ存在し，遺伝子異常のヘテ口接合型では軽度の，

ホモ接合型では重度の悪性貧血を起こす.この例は，片方

の対立遺伝子のβグロビン遺伝子の121番目のコドンの1番

目の塩基がGからTに置換(*印のバンドの濃さが他のバン

ドより薄いことに注意)したために起こった遺伝子のナンセ

ンス変異をもっヘテ口接合型の患者例である.

G A T C 

勺
合
dn
 

nu 
.、・4ムILFL
 

凸
」FD
 

ハU7f
 

正常DNA 変異DNA

標的遺伝子の増幅

PCR産物

熱変'性

アニール

ポリアクリルアミドゲル電気泳動

234  5 6 7 

。PCR-SSCP法の原理
1特異PCRプライマーを用いて標的遺伝子を増幅する.
2 PCR産物を熱変性により一本鎖にし，高次構造を形成させる.
3ポリアクリルアミド、ゲル電気泳動を行い司泳動パターンを比較する.

図中では2司5の患者に変異が認められる.



遺伝子工学
遺伝子治療
gene therapy 

9遺伝子治療
遺伝子異常の結果，遺伝子産物欠損や生理的機能欠失を引き起こし

た遺伝子疾患に対して，ク口一ニングした正常遺伝子を発現させる

ことで治療が可能である.また，癌の遺伝子治療が試みられている

(152ページ参照). 

1 レトロウイルスベクター系による遺伝子治療
ヒトへの遺伝子導入にはレ卜口ウイルスベクタ一系が最もよく用いられ

ている.この系は， 0パッケージ、ンク、シク、ナルをもっウイルスベクターと司 @
レ卜口ウイルスの構造タンパク質遺伝子をもつがウイルスゲノムをウイルス

粒子にパッケージして複製することはできないヘルパー細胞からなる.
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ヒトゲノムへの

組み込み

J "'Jケージ‘ンク、細胞 患者の細胞

Aパッケージ.ンク‘細胞の調製 B複製不能ウイルスの調製
1レ卜口ウイルス遺伝子中のパッケージングシクナ 3レ卜口ウイルスの構造遺伝子 (gag，pol， env)を除去し，
ル(ゆ)を除去し，ヘルパーウイルスを作製する SV40プロモーター(SV40)，ネオマイシン耐性遺伝子(NeoR)，

2 ヘルパーウイルスを宿主細胞に感染させ，パッケ 目的遺伝子(cDNA)を挿入して，組換えウイルスベクターを作製

ージング細胞を調製する. する.(SV40により NeoRが，LTRにより目的遺伝子が発現する)

C標的細胞への導入
5ウイルス粒子を標的細胞に感染させる.組換えウ
イルスの目的遺伝子が標的細胞のゲノムに組み込ま

れる.構造遺伝子を欠くためウイルス粒子は産生さ

れず司目的とする治療用タンパク質のみが産生され

4組換えウイルスベクターをパッケージング細胞に導入してー る.

感染能をもっ組換えウイルス粒子を回収する.
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2 ~D_~欠損症に対する遺伝子治療
アデノシンデアミナーゼ (adenosinedeami-

nase ; ADA)は，アデノシンーデオキシアデノシン

の脱アミノ酵素である圃本酵素遺伝子の異常により

幼若T細胞にアデノシン，デオキシアデノシンが蓄

積し司増殖抑制や機能異常を起こし司重症複合型免

疫不全症の原因となる.

リンパ球を用いた遺伝子治療の結果， ADA活性の

増加に伴ってT細胞数が増加し唱抗体産生能司免疫

能力ず再建された.

。 ADA欠損症の遺伝子治療

。患者の末梢血単核球を採取する.

81し-2存在下で培養してリンパ球を増殖させる.

DADA cDNAの組換えレト口ウイルスを感染させる.

DADA活性を発現しているリンパ球を患者に投与す
る.

3家族性高コレステロール血症に対する
遺伝子治療

血中の低密度リポタンパク質 (Iowdensity lipopro四

tein ; LDL)は，細胞膜の LDL受容体を介して末梢

組織へコレステロールを輸送している.LDL受容体

遺伝子に異常が起こると司血中LDL量が増大し，動

脈壁に沈着してアテローム性動脈硬化症の原因とな

り司心筋梗塞を発症する E

肝細胞を用いた遺伝子治療の結果司肝細胞でLDL

受容体が発現し，血中LDL量が低下した.

。家族性高コレステロール血症の遺伝子治療

O患者の肝臓を部分切除する.
@コラゲナーゼ処理により細胞浮遊液を作仏肝細

胞を培養する.

@肝細胞に正常LDL受容体cDNAの組換えレト口ウ
イルスを感染させる.

。LDL受容体を発現している肝細胞を経門脈的に移
植する.

今、dn
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末梢血単核球

ADA欠損症患者

IL-2存在下で

リンパ球を培養

メ血
ADAのcDNA

|LTR ・ H圏~

自家移植

ADA cDNA組換えレト口
ウイルスを感染させる

ADA活性を発現しているリンパ球

家族性高コレステ

口-)レ血症患者

肝部分切除

ん斗~予
コラゲナーゼ処理により細胞浮遊液を

作叫肝細胞を培養する

事

正常LDL受容体cDNA組換え
レ卜口ウイルスを肝細胞に感染させる

LDL受容体を発現している
肝細胞を門脈から注入する



ヒトゲノム解析遺伝子工学
ヒトゲノム解析
10 国際協力によりヒトゲノム解析を推進する組織， HUGO 

(Human Genome Organization)が設立され， 2001年，

ヒトゲノムの全塩基配列(約30億塩基対，機能的な構

造遺伝子以外も含む)が解読された.

ヒトゲノムプロジ‘ェクト1 
数十kb-----M b (1 06 b)にも及ぶ巨大なDNA

断片を分離できるパルスフィールドゲル電気泳

動法， 40 -----50 kbのDNA断片のコスミドゲノム

ライブラリー作製法司 50kb-----2MbDNA断片を

ク口一ニングできる酵母YACベクターの開発ー

また司大規模DNAシークェンシングやコンビュ

ータを利用した大量情報処理技術の進歩によ

り司ヒ卜全ゲノム解析の最終目的の達成が可能

となった E

従来より，病因に関連する特異的機能をもっタ

ンパク質遺伝子を標的とする機能的ク口一二ン

グ(functionalcloning)が行われてきた.これに

対して，遺伝子の位置関係をもとにした連鎖解

析による疾患遺伝子の同定が可能となり，位置

的ク口一ニング(positionalcloning)が進められ

ている.詳細なヒ卜全ゲノム染色体地図が完成

すれば司生命現象の遺伝子レベルでの解明，遺

伝子疾患や癌など遺伝子に起因する種々の疾

患の解明に計り知れない貢献が期待される.

コンティグ・マッフ。

一一一一竹一一一一

ー

cDNAプロジ.エクト2 
ヒトゲノムの全塩基配列の解読が終了した

といっても，真核細胞では遺伝子の転写司タンパ

ク質合成の過程にはmRNAスプライシング機構

があり，工キソンとイン卜口ンが連続するゲノム

DNAのドラフ卜シーケンスから明自在なスプライ

シング部位あるいはオープンリーディングフレー

ムを特定することは困難である.

当然ながら，あらゆる細胞から mRNAを回収し

てcDNAク口一二ングを行い， cDNAを解析す

れば¥ヒトの構造遺伝子の全体像をとらえること

が可能である.このような発現遺伝子を網羅的

にデータベース化する計画を cDNAプ口ジ、エク

卜という.最終的にはすべての発現遺伝子の完

全長cDNAの解明そしてデータベース化が必要

であり，ドラフトシーケンスのゲノムプ口ジ、エクト

の情報と相互利用して初めて真のヒトゲノムプ

口ジ、工ク卜が完成するといえる.

『

YACクローン
( 1~2Mb) 

コスミドクローン
( ~40kb) 

-------------)) ーァ
フ。ラスミドクローン
(~数 kb)

ポジ、ショナルク口一ニング

ESTプロジ‘工クト3 
cDNAプロジ、エクトにおいて，すべての発現

遺伝子の完全長塩基配列を網羅的に決定する

には膨大な時聞がかかる.そこで，完全長でな

くとも EST(expressed sequence tag)と呼ぶ発

現遺伝子cDNAの一部配列のデータベースをま

ず構築し，細胞内で発現している遺伝子を網羅

的におさえて全体像を理解し，かつゲノム研究に

応用しようというのがESTプロジ、工ク卜である.

具体的には哩細胞・組織から mRNAを回収し，

ポリ AにオリゴdTを結合させて逆転写酵素を

用いてcDNAを合成し司発現遺伝子cDNAライ

ブラリーを作製する.各cDNAの完全長塩基配

列か5'末端あるいは3'末端の300-----500塩基

対を片っ端から決定し， DNAデータベースとホ

モ口ジ-検索を行い司同一の配列遺伝子がなけ

れば‘新たに新規遺伝子あるいは EST遺伝子と

してデータベースに登録する.現在ヒトでは300

万以上の EST情報が蓄積されている.これら

ESTクローンは機能不明の遺伝子も多数含む

ことから司 ESTデータベースを応用して未知遺

伝子を発見する糸口になる.事実，遺伝性大腸

癌の原因遺伝子の発見に役立っている.

@ヒトゲノム染色体地図の作成

2つの遺伝子聞の減数分裂時の組換え率が1%の

とき，その遺伝的距離をセンチモルガン(cM)単位
で表す.1 cMに相当する DNAの平均的長さは
1 Mbである.連続した長いDNA断片が一部重なり
合っている染色体地図をコンティグ地図 (contig

map)という.酵母YACクローンの長いDNA断片
は，扱いやすい大腸菌のP1ファージ，コスミドープ

ラスミドによるライブラリーによりさらに角卒析される.

遺伝子工学/ヒトゲノム解析 73 



遺伝子工学1111
バイオインフォーマディクス

ゲノム機能科学

ゲノム，発現遺伝子，タンパク質に関する大量のデー

タベースが構築されつつある.これ5を応用してゲノ
ム機能を系統的，網羅的，八イスループットに解明す

ることが可能になっている. 。ゲノム機能科学の全体像

1ゲノム機能科学とは
遺伝情報は司 DNAから mRNAへの転写，そし

てタンパク質合成へと流れていく.ゲノムの情報に

対して， mRNAレベjレの情報を総括してトランスク

リプ卜ーム (transcriptome)，遺伝子産物すなわち

タンパク質の情報を総括してプ口テオーム (pro-

teome) ，機能タンパク質の代謝における情報を総

括してメタボローム (metabolome)と呼ぶ.これら

の情報データベースを利用して統括する学問体系

をバイオインフォーマティクス (bioinformatics;生

物情報科学)という.

2ゲノム
ヒトゲノムプ口ジ、エクトの完成によって膨大な

ヒト遺伝子の塩基配列が明らかにされ，遺伝子数司

全遺伝子構造，非転写領域のデータベースが構築

されている.このデータベースを用いて個人の遺伝

子多型を分析すれば¥疾患遺伝子の同定，そしてカ

スタムメイド医療に役立てられる.

各個人での DNA塩基配列の1塩基の遣いによる

多型を一塩基多型(SNP; single nucleotide poly-

morphism)という.SNPは任意の染色体を比較し

た場合唱およそ 1000----2000塩基ごとに 1塩基存

在する.DNA複製時の DNAポリメラーゼは1億四

に1回のミスを起こすと考えられており，ヒトゲノム

30億塩基対司 2倍体を考慮すると司世代交代で60

カ所程度ミスが生じることになる.SNPは疾患原

因遺伝子とリンクしていると考えられていることか

ら，疾患原因遺伝子の探索司診断に役立つ.

74 I Section 3 

虚圏盟圏
遺伝子 mRNA 

約4万 4万×つ

遺伝子多型分析 遺伝子発現解析

ディファレンシャルディスフωレイ

DNAシークェンシンク 差分化遺伝子ク口一二ング

SNP(一塩基多型) in situハイブリダイゼーション

DNAチッフU

DNAマイクロアレイ

置盛眉・
タンパク質

翻訳後

修飾

園田+

4万 X?X 5 ~ 50 

構造機能解析

二次元電気泳動

ペフUチド‘フィンガーフ'"1)ンテインク

飛行時間型質量分析

X線結晶解析

Two-hybrid分析
(タンパク質相互作用分析)

麿圏園
代謝産物

代謝機能解析

NMR 
酵素活性測定

{疋;亘目

質量分析

3 トランスクリプトーム
ゲノムはある生物に 1セットしか存在しないが mRNAは時間的・空

間的な分布をもっ.また， 1遺伝子から複数のmRNAが転写されうる.ヒト

ゲノムプ口ジ‘ェク卜の結果から司ヒ卜全遺伝子数は約4万と想像されている

が，ある瞬間のある細胞は司約6000----8000遺伝子がmRNA種として発現

していると考えられている.このmRNA種とその発現レベル情報の総括を

トランスクリプトームという.遺伝子の発現プロファイル解析は，バイオイ

ンフォーマティクス研究の重要な情報となる.

二i12L-
@デ.ィファレンシャルデ‘ィスプレイ

@複数のmRNA試料カ、ら任意の配列プライマーを用
いてPCRを行い弔 cDNAを増幅する.

f}PCR産物をゲル電気泳動して得られるフィンガープ
リントを比較することで司特異発現遺伝子を同定する.

@ 同定したDNAバンドをゲルから回収して再度PCR
増幅し，塩基配列を解析する.



A B 
~ DNAマイクロアレイ

。 膨大な数の遺伝子のcDNAをスラ
イドガラス基板に高密度にスポッ卜し

てDNAマイク口アレイを準備する.

@ 細胞・組織からmRNAを回収し司
cDNAを合成するとともに蛍光色素
(cy3司cy5)で標識する.

4プロテオーム

cy3・ .J..L，.. cDNA合成 • cy5 

@ 蛍光標識mRNA試料をマイク口ア
レイにハイブリダイズさせ，スキャナ

ーで蛍光密度をモニターする.

mRNAから翻訳されるタンパク質も時間的・空間的な分布を示すが〉

さらに翻訳後修飾によって多様な機能分子として生命現象を司る.すなわ

ち，翻訳，合成されたタンパク質はープロセシング，ジ、スルフィド結合(8-8)，

リン酸化，糖鎖付加，脂肪酸付加などの生化学的変化によって機能タンパク

質になる.これらの発現タンパク質種の同定，発現量，そしてタンパク質問

の相互作用を解析することは，生命現象の理解，疾患の理解，治療法の開

発，創薬に重要である.解析技術として，①二次元電気泳動法，②飛行時間

型質量分析，③タンパク質問相互作用分析がある.一二 蛍光色素標識 .回園園園周
.園・ーー.. ・E・-
- ・-・E・-

.園田園.・--

-・-・ーーーー ... 園田園田 -←ーー勺 =ニーーーー。.ー
・一ーー ' .園田ー

.圃圃圃圃

DNAのスポット

ご目 d弘
法bロ
-

+ -・一ー ・一一 ←ー
.圃・・圃圃圃 ・-- ・固E・E・- ・--
.恒国園園町 ・--・-ーーー・ー・・圃
.圃圃圃ーー ・圃園圃 ・ー一一一 +-
・ーーー ー

・--.ーーー ・ー園田
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5'_→1 

判定

A=B 

レーザー照射・蛍光の励起

回踊醐
角手析イメージ

標的遺伝子

→←→←→←→←→←→←→←→←→←→←→← 

A>B 
A<B 

3' 

→←→← 

タンパク質の抽出・可溶化 二次元電気泳動

等電点(pH)ー+

3訟がう ;蚤ヲ/
一
↓ 今:ピ.~ ..・・ .~:， γ ・ . 下~

ー- 句竺(..ー- ‘こ・ー蝿 ミ!.~ •.. 

。プロテオーム解析技術

。 タンパク質試料を一次元では等電点で司二次元では分子量で

電気泳動い比較する.

@ 発現量の異なるタンパク質スポットを同定し，回収する.

@ゲル中のタンパク質を卜リプシンなどで限定分解したのち司ペ

プチド断片を回収する.

プ口テアーゼ消イヒ

飛行時間型

質量分析器

/~ し特ーい20カ所を設計
。飛行時間型質量分析器を用いて各ペプチドの質量分析を行う.

@分析結果をプ口テオームデータベースと照合し，検索する.

…TGTGATGGTGGGAATGGGTCAGAAGGACTCCTATGTGGGTGACGAGGCC… 塩基配列

I AATGGGTCAGAAGGACTCCTATGTG 完全マッチのオリゴ‘ヌクレオチド、
I I AATGGGTCAGAACGACTCCTATGTG ミスマッチのオリゴ.ヌクレオチド、

ジーンチップ

|チッフU上に直接合成

土 @ジーンチップ

回口園田園田口田口園田町・・ @戸的遺伝子の戸基配列テごータカ、ら特異1性の高い領
|圃圃圃....圃園E・・・E 京 皿F竺| 域を25塩基20カ所，完全マッチ，ミスマッチオリゴヌ

解析イメージ

クレオチドを設計し，チップ上に直接合成する(計

40wellで1遺伝子の種類とmRNAレベルを判定).

@試料のmRNAを蛍光標識し司断片化して，ハイブ
リダイス'させる.

@完全マッチ，ミスマッチのオリゴヌクレオチド合計

40カ所に結合した蛍光強度をモニターし，解析する
(1，28cm2のチップで1万以上の遺伝子のmRNAレ
ベルをモニターできる)

内MEMO
V 二次元電気泳動

一次元自に等電点電気泳動，二次元

自にSDS-ポリアクリルアミド電気泳動

を組み合わせて分離する.タンパク質

の電荷と分子量で分画するので，多

数のタンパク質を高度に分離できる.

飛行時間型質量分析

タンパク質，ペプチドを真空中でイオン

化し，電磁場中での飛行時聞から質

量と電荷数を分析する.種々のタンパ

ク質司ペプチドの分析結果のデータベ

ース化が進んでおり，遺伝子産物の同

定に役立てられている.

節子工学/パイが一

J 



遺伝子工学1112
バイオインフォーマディクス

ゲノム創薬

疾患のバイオインフォーマティクス研究の成果を利

用して，標的遺伝子の同定とその有効性を網羅的・

効率的に研究する乙とで，新たな医薬品の開発が期

待できる.

1標的遺伝子の同定
正常と疾患の両組織・細胞から mRNAを回

収し，網羅的なトランスクリプ卜ーム解析，プ口テオ

ーム解析を行うことで，標的分子としての有効性を

判定する.

2標的遺伝子の有効性判定
細胞に標的遺伝子を導入して発現を促進した

り，あるいは標的変異遺伝子の発現を抑制すること

で疾患の病態にどのように関与するかを調べ，有効

性を確かめる.さらに，標的遺伝子のトランスジ、エ

ニックマウスやノックアウトマウスをイ乍製すること

で，生体レベルでの有効性を判定する.

。タンパク質構造情報と創薬

。標的タンパク質を結晶化してX線結晶解析ーあるいはNMR

法によって立体構造を解析する.

@立体構造の情報に基づいてシード化合物を検索する(標的タ

ンパク質の活性部位の分子形状，性質ーアミノ酸側鎖の動的解

析，水分子の役割司リガンド，アゴニスト司アンタゴニス卜情報，

基質特異性などを考慮して司コンビュータ上で‘化合物のデータ

ベースから医薬品のバーチャルスクリーニングを行う).

@シード検索で得たヒット化合物群からさらにリード化合物を検

索する(化合物と標的タンパク質の複合体の共結品化，複合体

NMR構造の情報を利用して司リード化合物を選抜，あるいは修

飾ー合成を行う).

。最終医薬品の開発に向けて司薬理動態，毒性試験を行う.
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。ゲノム創薬の戦略

ヒトゲノム(約30億塩基対) ヒ卜全長cDNA タンパク質発現

↓ 
機能タンパク質の発現

精製・結晶化

遺伝子変異情報

(SNP解析など)

•• 
タンパク質立体構造情報

(X線司 NMR解析など)

タンパク質結晶化 三次元構造情報解析 シード化合物・リード化合物の検索

X線回折

NMR 

/¥ーチャル

スクリーニング

化合物データベース


	✔
遺伝子組換え技術 1 DNAの特異的切断， 連結， 複製， 修飾などに用いる酵素 
	✔
1 制限酵素 restriction endonuclease 
	✔
2 DNAリガーゼ DNA ligase 
	✔
3 DNAポリメラーゼ DNA polymerase 
	✔
4 逆転写酵素 reverse transcriptase 
	✔
5 夕一ミナルトランスフェラ一ゼ terminal transferase 
	✔
6 S1ヌクレアーゼ S1 nuclease 

	✔
遺伝子組換え技術 2 目的遺伝子を宿主細胞に運搬するクローニングベクター 
	✔
1プラスミドplasmi
	✔
2ファージphag
	✔
3コ スミドcosmid 
	✔
4ファージ‘ミドphagemid 

	遺伝子組換え技術 3 ゲノムクローニングとcDNAクローニング

	✔
1 ゲノムクロ一二ング
	✔
2 cDNAク口一二ンク 
	✔
3 サブトラクシヨン法
	✔
4 遺伝子クローンのスクリーニング

	遺伝子とその産物の解析技術 4 遺伝子・遺伝子産物の検出法 

