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2016年7月28日～29日

おおとう みちえい

大藤 道衛

GFPGFPGFPGFP遺伝子による大腸菌の形質転換遺伝子による大腸菌の形質転換遺伝子による大腸菌の形質転換遺伝子による大腸菌の形質転換
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東京農工大学遺伝子実験施設東京農工大学遺伝子実験施設東京農工大学遺伝子実験施設東京農工大学遺伝子実験施設

第第第第16回「教員のための遺伝子組換え実験教育研修会」回「教員のための遺伝子組換え実験教育研修会」回「教員のための遺伝子組換え実験教育研修会」回「教員のための遺伝子組換え実験教育研修会」

遺伝子組換え実験（講義と実習）遺伝子組換え実験（講義と実習）遺伝子組換え実験（講義と実習）遺伝子組換え実験（講義と実習）

1日目

講義

実験の背景・原理

遺伝子組換え実験、pGLOプラスミドと遺伝子発現

形質転換実験（遺伝子組換え実験）操作

実習

形質転換実験

プラスミドＤＮＡの大腸菌への導入と培養開始

講義

遺伝子リテラシー教育と米国の教育教材
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遺伝子組換え実験（講義と実習）遺伝子組換え実験（講義と実習）遺伝子組換え実験（講義と実習）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

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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pGLO

5371 bp

GFP遺伝子導入と発現遺伝子導入と発現遺伝子導入と発現遺伝子導入と発現GFPの精製の精製の精製の精製

情報

(DNA)

機能分子

(タンパク質)
テキストテキストテキストテキスト6ページページページページ

オワンクラゲとはオワンクラゲとはオワンクラゲとはオワンクラゲとは

ヒドロ虫綱クラゲヒドロ虫綱クラゲヒドロ虫綱クラゲヒドロ虫綱クラゲ

傘の直径傘の直径傘の直径傘の直径20cm20cm20cm20cmくらいになる、傘の中央が口くらいになる、傘の中央が口くらいになる、傘の中央が口くらいになる、傘の中央が口

暗闇での刺激により発光する暗闇での刺激により発光する暗闇での刺激により発光する暗闇での刺激により発光する

シアトルに生息（最近はいなくなった。）シアトルに生息（最近はいなくなった。）シアトルに生息（最近はいなくなった。）シアトルに生息（最近はいなくなった。）

江ノ島でも春～夏生息といわれている江ノ島でも春～夏生息といわれている江ノ島でも春～夏生息といわれている江ノ島でも春～夏生息といわれている

オワンクラゲの学名は、Aequorea aequorea  Aequorea forskalea。

Aequorea Victoria （太平洋北東海域のバンクーバー島周辺に生息）

Aequorea coerulescence （日本近海に生息）

テキストテキストテキストテキスト21212121ページページページページ
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GFPGFPGFPGFPに照射したに照射したに照射したに照射した紫外線紫外線紫外線紫外線
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GFPGFPGFPGFPととととはははは

テキストテキストテキストテキスト21‐‐‐‐22ページ、ページ、ページ、ページ、60‐‐‐‐61ページページページページ
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環状化環状化環状化環状化
酸化酸化酸化酸化

テキストテキストテキストテキスト60‐‐‐‐61ページページページページ

GFPGFPGFPGFPの発色団の発色団の発色団の発色団
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http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2008/index.html

"for the discovery and development 
of the green fluorescent protein, GFP" 
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9
下村脩「イクオリンとGFPの発見」The Frontier Bioscience 22, 2-12 (1998) 4-5ページ

くらげの採取とGFPの精製（下村先生 in 米国シアトル）

10下村脩 「イクオリンとGFPの発見」The Frontier Bioscience 22, 2-12 (1998) 10ページ

イクオリンからGFPへのエネルギー転移

11

大藤道衛 「最適な実験を行うためのバイオ実験の原理」羊土社(2006) 198ページ

注：FRETの”F”は、発見者のTheodor Försterの”F”である。

IUPACは、Förster resonance energy transfer (FRET)の呼称を薦めている。

エネルギー転移（FRETの原理）

大腸菌の構造大腸菌の構造大腸菌の構造大腸菌の構造

染色体DNA

細胞膜

細胞壁

プラスミドDNA

タンパク質

12
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遺伝子組換え実験（組換えDNA実験）

制限酵素消化

制限酵素消化

DNAリガーゼ（連結酵素）

による連結反応

ベクターDNA

切断部位
目的DNA （cDNA）

形質転換

（宿主大腸菌へのDNAの導入）

染色体DNA

組換えDNA分子

組換えDNA分子

プロモーター

13テキストテキストテキストテキスト19 ページページページページ

Paul Berg
1972年 組換えDNA技術

1980年 ノーベル化学賞

Walter Gilbert, Frederick Sangerとともに

1975年2月 アシロマ会議

Asilomar Conference on Recombinant DNA

1976年Genentech設立

Herbert W Boyer
Stanley Norman Cohen 
Venture capitalist: Robert A Swanson

James Watson, Sydney Brenner 

14
http://libraries.mit.edu/archives/exhibits/asilomar/index1.html#3

Paul Bergによる遺伝子組換え実験のはじまり
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遺伝子組換え実験（組換えDNA実験）

1975年アシロマ会議

日本：1978-9年各省庁における「組換えＤＮＡ実験指針」

1999年バイオセイフティに関するカルタヘナ議定書年バイオセイフティに関するカルタヘナ議定書年バイオセイフティに関するカルタヘナ議定書年バイオセイフティに関するカルタヘナ議定書

①生物多様性の保全

②生物資源の持続可能な利用

③生物遺伝資源の利用から生ずる利益の公正かつ公平な配分

地球上の生物は、進化の過程で多様に分化しバランスを持っている（生物多様性）。

組換え生物（新しい生物）の環境への導入を適切に管理し多様性を維持する。

日本：日本：日本：日本：2004年「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による年「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による年「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による年「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による

生物の多様性の確保に関する法律」施行生物の多様性の確保に関する法律」施行生物の多様性の確保に関する法律」施行生物の多様性の確保に関する法律」施行

遺伝子研究における指針・法律

遺伝子組換え実験

（組換えDNA実験）

++++ ＝＝＝＝

発現発現発現発現ON

発現発現発現発現OFF
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pGLO
BstEII

5371 bp

プロモータ配列（プロモータ配列（プロモータ配列（プロモータ配列（PBAD））））

アンピシリン耐性遺伝子アンピシリン耐性遺伝子アンピシリン耐性遺伝子アンピシリン耐性遺伝子

（（（（βラクタマーゼラクタマーゼラクタマーゼラクタマーゼ (beta lactamase) の遺伝子）の遺伝子）の遺伝子）の遺伝子）

EcoRI

GFP遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子

調節タンパク質遺伝子調節タンパク質遺伝子調節タンパク質遺伝子調節タンパク質遺伝子(araC)

プラスミドＤＮＡプラスミドＤＮＡプラスミドＤＮＡプラスミドＤＮＡ pGLOの構造の構造の構造の構造

発現スイッチ発現スイッチ発現スイッチ発現スイッチ

17

テキストテキストテキストテキスト23ページページページページ

pGLOプラスミドDNAの塩基配列：テキスト55-60ページ

CaCl
2

処理

コンピテント細胞

プラスミドDNA

熱処理 (42℃)

培養

細胞分裂

コンピテント細胞

と形質転換

18
テキストテキストテキストテキスト29ページページページページ
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pGLO

5371 bp

GFP遺伝子導入と発現GFPの精製

情報

(DNA)

機能分子

(タンパク質)
19

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

20

遺伝 遺伝子

Heredity Gene

araC

PBAD （プロモータ配列）

GFParaC

araC

araC

araCaraCaraCaraC遺伝子、遺伝子、遺伝子、遺伝子、GFPGFPGFPGFP遺伝子とプロモータ配列遺伝子とプロモータ配列遺伝子とプロモータ配列遺伝子とプロモータ配列

21

テキストテキストテキストテキスト27ページページページページ

RNA polymerase 
（RNA 合成酵素）

L-arabinose

GFP

発現スイッチ発現スイッチ発現スイッチ発現スイッチ

OFF

発現スイッチ発現スイッチ発現スイッチ発現スイッチ

ON

GFPGFPGFPGFPタンパク質の発現調節タンパク質の発現調節タンパク質の発現調節タンパク質の発現調節

PBAD （プロモータ配列）

GFParaC

22

テキストテキストテキストテキスト27ページページページページ

大腸菌の構造大腸菌の構造大腸菌の構造大腸菌の構造

染色体DNA

細胞膜

細胞壁

プラスミドDNA

タンパク質

23 24

プラスミドDNAの構造

covalently closed circular DNA：

cccDNA
閉環状DNA、超らせんDNAとも呼ばれ、

ニックが入っていない自然の環状DNA

Linear DNA
DNA分解酵素により切断され環状から

直線状となったDNA（直鎖状DNA）

Open circular DNA：ocDNA
片方の鎖にニックが入り環状を保ったまま

開環状となったDNA（開環状DNA）
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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

テキストテキストテキストテキスト62ページページページページ

pGLOプラスミドの起源プラスミドの起源プラスミドの起源プラスミドの起源

L-arabinose →L-ribulose→ L-ribulose 5 phosphate → D-xylulose-5 phosphate

L-arabinose isomerase (araA) 

L-ribulose kinase (araB ) 

L-ribulose 5-phosphate isomerase (araD) 

アラビノースの代謝

L-arabinose

ペントースリン酸回路

テキストテキストテキストテキスト26ページページページページ

RNA polymerase 
（RNA 合成酵素）

L-arabinose

PBAD

PBAD

（プロモータ配列）

araB araA araDaraC

araB araA araD

araB araA araD

araB araA araD

araB araA araD

アラビノースオペロンと遺伝子発現

テキストテキストテキストテキスト26ページページページページ

実験操作のポイント実験操作のポイント実験操作のポイント実験操作のポイント

28

ドアを閉めて閉鎖系

実験台実験台実験台実験台

流し流し流し流し

オートクレーブオートクレーブオートクレーブオートクレーブ

開放厳禁開放厳禁開放厳禁開放厳禁

実験前必ず手を洗う

70%エタノール等で殺菌

器具・試薬・試薬→滅菌

実験前の確認実験前の確認実験前の確認実験前の確認

テキストテキストテキストテキスト37ページページページページ

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

実験台実験台実験台実験台

30テキストテキストテキストテキスト36ページページページページ
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オートクレーブ滅菌

廃棄物処理廃棄物処理廃棄物処理廃棄物処理

オートクレーブバッグ

DNaseの混入を避ける

→静かに実験する

実験中実験中実験中実験中

必ず手を洗う

実験後実験後実験後実験後

テキストテキストテキストテキスト41ページページページページ

形質転換実験操作形質転換実験操作形質転換実験操作形質転換実験操作

K12株

+DNA -DNA

テキストテキストテキストテキスト38-39ページページページページ

プラスミドDNA（pGLO）添加

ヒートショック

（42℃、50秒）

形質転換緩衝液添加

大腸菌添加

プラスミド添加

ヒートショック

形質転換緩衝液

添加

大腸菌（K12株：HB101）

添加

氷中氷中氷中氷中

実験操作（実験操作（実験操作（実験操作（1111日目①）日目①）日目①）日目①） テキストテキストテキストテキスト40ページページページページ

チューブ

LB培地添加 室温放置

植菌

LB培地添加

室温10分放置

植菌

プレートにラベル

34

テキストテキストテキストテキスト41ページページページページ
実験操作（実験操作（実験操作（実験操作（1111日目②）日目②）日目②）日目②）

結果観察

培養（37℃）

紫外線照射

結果観察

紫外線（366 nm）

培養（裏返し）

コロニー数測定

35

テキストテキストテキストテキスト41ページページページページ
実験操作（実験操作（実験操作（実験操作（1111～～～～2222日目）日目）日目）日目）

① ピペットで液を採取

・形質転換緩衝液添加

・LB-broth添加

・形質転換した菌の採取
テキストテキストテキストテキスト42ページページページページ
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××××

○○○○

② スタータープレートから菌をしっかり採る

生菌数

誘導期

対数増殖期

定常期

死滅期

培養時間

菌数

菌数

増殖期

定常期

増殖期

定常期

１コロニー中の大腸菌増殖状態

使用する菌の増殖状態と数（～16時間培養）

テキストテキストテキストテキスト43ページページページページ

③ 菌を形質転換緩衝液に添加した後、

氷中で確りと冷やす

砕いた氷砕いた氷砕いた氷砕いた氷
水水水水

38

テキストテキストテキストテキスト43ページページページページ

ループ

④ プラスミドDNAを確実に採取

→DNA ＋表示チューブに添加

液をシャボン玉のようにすくいとる

テキストテキストテキストテキスト44ページページページページ

⑤ ヒートショック

氷中＞４２氷中＞４２氷中＞４２氷中＞４２℃℃℃℃・５０秒＞氷中・５０秒＞氷中・５０秒＞氷中・５０秒＞氷中

テキストテキストテキストテキスト44ページページページページ

⑥ LB broth添加後の放置

→アンピシリン分解酵素の生産

＝アンピシリン耐性の獲得

⑦ 液の混合

→沈んだ大腸菌を懸濁する

41
テキストテキストテキストテキスト45ページページページページ

pGLOプラスミドと遺伝子発現調節

42
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+DNA+DNA+DNA+DNA +DNA+DNA+DNA+DNA ----DNADNADNADNA ----DNADNADNADNA

LB/amp/LB/amp/LB/amp/LB/amp/ LB/amp/LB/amp/LB/amp/LB/amp/araaraaraara LB/ampLB/ampLB/ampLB/amp LBLBLBLB

+DNA

pGLO導入実験

-DNA

pGLO未導入実験

遺伝子組換え実験遺伝子組換え実験遺伝子組換え実験遺伝子組換え実験

（（（（組換え組換え組換え組換えDNADNADNADNA実験実験実験実験））））
テキストテキストテキストテキスト48ページページページページ

実験結果：遺伝子発現調節

44

高等学校高等学校高等学校高等学校「「「「生物生物生物生物」」」」（（（（東京書籍東京書籍東京書籍東京書籍））））

高等学校「生物」での本実験の取り扱い事例

＊アンピシリンは、熱に弱いためオートクレーブ処理後添加する。＊アンピシリンは、熱に弱いためオートクレーブ処理後添加する。＊アンピシリンは、熱に弱いためオートクレーブ処理後添加する。＊アンピシリンは、熱に弱いためオートクレーブ処理後添加する。

＊

形質転換・実験結果と考察

東京農工大学遺伝子実験施設東京農工大学遺伝子実験施設東京農工大学遺伝子実験施設東京農工大学遺伝子実験施設

第第第第16回「教員のための遺伝子組換え実験教育研修会」回「教員のための遺伝子組換え実験教育研修会」回「教員のための遺伝子組換え実験教育研修会」回「教員のための遺伝子組換え実験教育研修会」

おおとう みちえい

大藤 道衛

pGLO
BstEII

5371 bp

プロモータ配列（プロモータ配列（プロモータ配列（プロモータ配列（PBAD））））

アンピシリン耐性遺伝子アンピシリン耐性遺伝子アンピシリン耐性遺伝子アンピシリン耐性遺伝子

（（（（βラクタマーゼラクタマーゼラクタマーゼラクタマーゼ (beta lactamase) の遺伝子）の遺伝子）の遺伝子）の遺伝子）

EcoRI GFP遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子

調節タンパク質遺伝子調節タンパク質遺伝子調節タンパク質遺伝子調節タンパク質遺伝子(araC)

プラスミドＤＮＡプラスミドＤＮＡプラスミドＤＮＡプラスミドＤＮＡ pGLOの構造の構造の構造の構造

発現スイッチ発現スイッチ発現スイッチ発現スイッチ

46

テキストテキストテキストテキスト23ページページページページ

pGLOプラスミドDNAの塩基配列：テキスト55-60ページ

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

テキストテキストテキストテキスト62ページページページページ

pGLOプラスミドの起源プラスミドの起源プラスミドの起源プラスミドの起源

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

48

遺伝 遺伝子

Heredity Gene
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+DNA+DNA+DNA+DNA +DNA+DNA+DNA+DNA ----DNADNADNADNA ----DNADNADNADNA

LB/amp/LB/amp/LB/amp/LB/amp/ LB/amp/LB/amp/LB/amp/LB/amp/araaraaraara LB/ampLB/ampLB/ampLB/amp LBLBLBLB

+DNA

pGLO導入実験

-DNA

pGLO未導入実験

遺伝子組換え実験遺伝子組換え実験遺伝子組換え実験遺伝子組換え実験

（（（（組換え組換え組換え組換えDNADNADNADNA実験実験実験実験））））
テキストテキストテキストテキスト48ページページページページ

実験結果：遺伝子発現調節 大腸菌の構造大腸菌の構造大腸菌の構造大腸菌の構造

染色体DNA

細胞膜

細胞壁

プラスミドDNA

タンパク質

50

L-arabinose

PBAD

RNA polymerase 
（RNA 合成酵素）

PBAD

（プロモータ配列）

GFParaC

GFP

GFP

GFP

GFP

発現スイッチ発現スイッチ発現スイッチ発現スイッチ

OFF

（負の制御）（負の制御）（負の制御）（負の制御）

発現スイッチ発現スイッチ発現スイッチ発現スイッチ

ON

（正の制御）（正の制御）（正の制御）（正の制御）

GFPGFPGFPGFPタンパク質の発現タンパク質の発現タンパク質の発現タンパク質の発現

GFP

araC

araC

araC

araC

araC

araC

テキストテキストテキストテキスト27ページページページページ

0000時間時間時間時間

６時間６時間６時間６時間

４時間４時間４時間４時間

２時間２時間２時間２時間

１時間１時間１時間１時間

GFPの発現の発現の発現の発現

テキストテキストテキストテキスト49ページページページページ

プレートをプレートをプレートをプレートを8等分し、等分し、等分し、等分し、A,B 2箇所のコロニー数測定箇所のコロニー数測定箇所のコロニー数測定箇所のコロニー数測定

全コロニー数＝全コロニー数＝全コロニー数＝全コロニー数＝4x(a＋＋＋＋b)個個個個

プレートプレートプレートプレート

aaaa個個個個

bbbb個個個個

AAAA

BBBB

コロニー数測定コロニー数測定コロニー数測定コロニー数測定

テキストテキストテキストテキスト46ページページページページ

組換え大腸菌での遺伝子発現組換え大腸菌での遺伝子発現組換え大腸菌での遺伝子発現組換え大腸菌での遺伝子発現

araCタンパク質タンパク質タンパク質タンパク質

GFPタンパク質タンパク質タンパク質タンパク質

ββββラクタマーゼラクタマーゼラクタマーゼラクタマーゼ

（アンピシリン分解酵素）（アンピシリン分解酵素）（アンピシリン分解酵素）（アンピシリン分解酵素）

pGLOプラスミドプラスミドプラスミドプラスミドDNA
大腸菌タンパク質大腸菌タンパク質大腸菌タンパク質大腸菌タンパク質

テキストテキストテキストテキスト25ページページページページ
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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

0.16µg = 1,187 = 1.2x10  コ/µg3

プラスミドDNA 1µｇ 当たりのコロニー数

20 µg/250 µL :1 バイアル

テキストテキストテキストテキスト64ページページページページ

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（％）

テキストテキストテキストテキスト65ページページページページ

x10 2222x10 3333

x10 4444x10 5555x10 6666

x 1

2-8℃℃℃℃（低温室）（低温室）（低温室）（低温室）12週間放置週間放置週間放置週間放置

培地乾燥状態培地乾燥状態培地乾燥状態培地乾燥状態

蛍光の持続力

実験の準備

実習の準備実習の準備実習の準備実習の準備1：培地作製：培地作製：培地作製：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、

ボトルを手で触れる温度で添加

テキストテキストテキストテキスト33ページページページページ
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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)

実習の準備実習の準備実習の準備実習の準備2：試薬分注：試薬分注：試薬分注：試薬分注

ラベル表示

攪拌

分注

凍結乾燥品の溶解

テキストテキストテキストテキスト34ページページページページ

スタータープレートの作製

テキストテキストテキストテキスト35ページページページページ

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

実験台実験台実験台実験台

64テキストテキストテキストテキスト36ページページページページ

オートクレーブ

廃棄物処理廃棄物処理廃棄物処理廃棄物処理
圧力釜

オートクレーブバッグ

テキストテキストテキストテキスト50ページページページページ


