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遺伝子組換え実験（講義と実習）

2日目

実習・演習
形質転換結果判定と考察

GFP遺伝子発現実験

講義と討論

川合先生imageJ講義

実験の準備方法（器具、プレート、試薬）

廃棄物処理方法

発展的実験授業展開
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形質転換実験操作

K12株

テキスト38-39ページ



形質転換実験操作

K12株

テキスト38-39ページ

確り冷やす。
大腸菌、プラスミドDNA添加は、できるだけ氷の中で行う。

植菌の前にチューブを撹拌して菌を分散させる。

本実験のコツは、
大腸菌、プラスミドを確り採ること。
操作中、コンピテント細胞を確りと氷の中で冷やすこと。

氷中⇒42℃（50秒）⇒氷中（温度差=ヒートショック）



pGLO
BstEII

5371 bp

プロモータ配列（PBAD）

アンピシリン耐性遺伝子
（βラクタマーゼ (beta lactamase) の遺伝子）

GFP遺伝子

調節タンパク質遺伝子(araC)

プラスミドＤＮＡ pGLOの構造

発現スイッチ
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テキスト23ページ

pGLOプラスミドDNAの塩基配列：テキスト55-60ページ

HindIII

EcoRI

HindIII



pBR313
~9.5 kbp

pBR322
4.4 kbp

pGLO
~5.4 kbp

araC

GFP

cDNA 
clone

BAD promoter

pBR312
~11 kbp

pBAD
~4.5 kbp

R1
ampr

R6.5

pMB1

tetr
pSC101

テキスト62ページ

pGLOプラスミドの起源

pBR322: Bolivar F et al. Gene, 2, 95-113. (1977)

pBAD: Guzman LM et al. J. Bacteriol., 177, 4121-4130. (1995)



遺伝子の役割

１．遺伝情報を伝える役割
⇒遺伝（世代から世代へ）

複製（細胞から細胞へ）

２．遺伝情報を働かせる役割
⇒遺伝子発現
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遺伝 遺伝子

Heredity Gene



+DNA +DNA -DNA -DNA

LB/amp/ LB/amp/ara LB/amp LB

+DNA
pGLO導入実験

-DNA
pGLO未導入実験

遺伝子組換え実験
（組換えDNA実験） テキスト48ページ

実験結果：遺伝子発現調節



大腸菌の構造

染色体DNA

細胞膜

細胞壁

プラスミドDNA

タンパク質
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L-arabinose

PBAD

RNA polymerase 

（RNA 合成酵素）

PBAD

（プロモータ配列）

GFPAraC

GFP

GFP

GFP

GFP

発現スイッチ
OFF

（負の制御）

発現スイッチ
ON

（正の制御）

GFPタンパク質の発現
GFP

AraC

araC

araC

araC

araC

araC

テキスト27ページ



0時間

６時間

４時間

２時間

１時間

GFPの発現

テキスト49ページ



プレートを8等分し、A,B 2箇所のコロニー数測定

全コロニー数＝4x(a＋b)個

プレート

a個

b個

A

B

コロニー数測定

テキスト46ページ



遺伝子組換え実験（講義と実習）

2日目

実習・演習
形質転換結果判定と考察

GFP遺伝子発現実験

講義と討論

川合先生ImageJ講義

実験の準備方法（器具、プレート、試薬）

廃棄物処理方法

発展的実験授業展開
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組換え大腸菌での遺伝子発現

AraCタンパク質

GFPタンパク質
βラクタマーゼ

（アンピシリン分解酵素）

pGLOプラスミドDNA
大腸菌タンパク質

テキスト25ページ



形質転換効率（プラスミドDNAμｇ当たりのコロニー数）

250 μL TF soln.（E. coli）
250 μL LB broth                   510 μL

10 μL pGLO soln. (0.8 μg )

100
510

X 0.8 μg = 0.16 μg

プレートに播いた菌の容量 プレート当たりのプラスミド量

190 コ
0.16 μg

= 1,187 = 1.2x103 コ/μg

プラスミドDNA 1 μｇ 当たりのコロニー数

20 μg/250 μL :1 バイアル

テキスト64ページ



形質転換頻度の推定

菌数測定：
チューブ内菌数
→プレート添加菌数

250 μL TF soln.（E. coli）
250 μL LB broth     510 μL
10 μL pGLO soln.

Ｘ10 Ｘ10 Ｘ10

（菌数測定による形質転換頻度の推定）

形質転換コロニー数

プレート添加菌数
x100

＝形質転換頻度（％）

テキスト63-65ページ



x10 2x10 3

x10 4x10 5x10 6

x 1

36個
x105： 3.6 x 106個

389個
x104：3.9 x 106個

形質転換頻度（％）＝5.2 x 102/3.8 x 106 = 1.4 x 10-4 (0.014％)

テキスト65ページ



2-8℃（低温室）12週間放置
培地乾燥状態

蛍光の持続力



本実験の準備

テキスト30～36ページ

関連事項：
テキスト37ページ、50ページ

テキスト66～68ページ



実習の準備1：培地作製

寒天培地溶解

攪拌後分注

ラベル表示

注意：アンピシリン・アラビノースは、
ボトルを手で触れられる温度で添加。

テキスト33ページ



Lysogeny Broth medium

Luria-Bertani (LB）medium

トリプトン(Bacto-Tryptone) 1% (w/v)

酵母エキス(Yeast Extraxt) 0.5% (w/v)

塩化ナトリウム (NaCl) 1% (w/v)

（NaOHにて、pH 7.0に調整）

*LB培地の名称：Salvador Edward Luria（1969年ノーベル医学生理学賞受賞）研究室の
Giuseppe Bertaniが溶原化ファージの培地として1951年に報告したためLuria-Bertaniと呼ば

れることもある。（テキスト66ページ）

Bertani G.: “”Studies on lysogenesis. I. The mode of phage liberation by 

lysogenic Echerichia coli.” J. Bacteriol. 62, 293-300 (1951)
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実習の準備2：試薬分注

ラベル表示

攪拌

分注

凍結乾燥品の溶解

テキスト34ページ



実習の準備2：試薬分注

テキスト33ページ

□大腸菌：
凍結乾燥品ボトルに直接形質転換溶液（”Bu”）250μL添加。
溶解した際、必ず攪拌する。

□プラスミドDNA溶液：60 μL/1チューブ →2グループで1本
プラスミド溶液（凍結乾燥品）：20 μg/250 μL”Bu”
2-4倍希釈とし20 μg/500-1,000 μL”Bu”でも問題ない。
プラスミドDNA溶液は、確実にループで採取する必要があ
るため、多少希釈されても十分な容量がよい。

□形質転換用溶液（Transformation buffer: ”Bu”）
0.8 mL/1チューブ



スタータープレートの作製

テキスト35ページ

プレート前面に植菌して構わない。



氷と試薬

大腸菌（スタータープレート）

プレート

水浴
ピペット・ループ他

実験台

71テキスト36ページ



オートクレーブ

廃棄物処理 圧力釜

オートクレーブバッグ

テキスト50ページ

スーパーの袋（不透明）
で代用可能

普通の鍋で煮沸：
大腸菌が死滅すれば
大丈夫！
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スーパーの袋（不透明）を用いた滅菌処理



厚生労働省医薬食品局食品安全部基準審査課
食品規格専門官 吉原尚喜氏（平成27年6月26日）資料より
http://www.mhlw.go.jp/file/06-Seisakujouhou-11130500-Shokuhinanzenbu/0000090138.pdf

60℃, 10分
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http://www.lifescience.mext.go.jp/files/pdf/9_12.pdf


