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口腔粘膜剥離細胞からのアルコール耐性遺伝子型判定実験 

―学生実験への適用ー 

ALDH2 genotyping using oral mucosal DNA for testing 証cohol tolerance 

-Application to laborato甲class- 

常吉 俊宏＊，山田 英孝搾寧，後藤 正憲＊＊中，金岡 繁寧車＊*，椙村 春彦木＊ 

Toshihiro TSUNEYOSHL, Hidetaka YAMADA, Masanori GOTO, Shigeru KANAOKA 

and Haruhiko SUGIMURA 

Abstract: Aldehyde deh刈rogenase 2 (ALDH2) gene genotyping method using genomic DNA extracted from 

oral mucosa sample has been established in collaboration between Hamamatsu University, School of Medicine 

and Shizuoka Institute of Science and Technology (SIST). The method was successfully applied to life 

science laboratory class of Department of Materials and Life Science of 51ST. Here we describe the 

educational and scientific back ground, and general outline of the method. 

1．はじめに 

物質生命科学科ではバイオ食品化学コースの 3 年次後

期にコース必修の学生実験科目として「生命化学実験 2」 

を実施している‘実験時間としては平日午後の半日（現時

点では水曜の午後l時から 5 時 50 分までの 3 コマ（1コ

マ 9『分と休憩 10 分）を連続〕で実施している. 

内容としては大きく 2 つに分かれ，前半を微生物 2 テー 

マ（徴生物の取り扱い，形質転換），酵素実験 1テーマ（酵

素反応）,の合計 3 テーマ，後半で遺伝子工学系実験の 3 

テーマ（酬A 抽出，ポリメラーゼ連鎖反応（PCR〕・制限酵

素消化（R凡P)，遺伝子塩基配列解読(DNA シークエンシン

グ〕），の総合計 6テーマを，1 テーマについてそれぞれ 2 

週間すなわち 1週問をおいた 2 日間の午後全部（1テーマ

について合計 6 コマ）を使って実施レている，履修学生数

は 3 年次パイオ食品化学コースの全学生 3O-'-40 名を 4 班

に分け上記 6 テーマについてローテーションを組んで移

動させている‘遺伝子工学系実験では最初に学生自身の 

DNAを抽出するテーマを実施しないと，続く 2 テーマの遺

伝子型判定と遺伝子解読が行えないため，DNA 抽出， 

PCR-RFLP, DNA シークエンシング，の 3 つがこの順番で連

続するようにローテーションを組んでいる‘ 1 班 (8--10 

名）の中では 2 名から S名の学生を 1チームとし 3~5チ 

ームを同時に実験させている．現時点での担当者は前半を

斎藤明広准教授と斎藤研究室の大学院生あるいは卒研生， 

後半を常吉と山田，常吉研究室の大学院生あるいは卒研生， 

がそれぞれの分野の個別テーマ実験を担当している＋ 
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遣伝子工学系実験の材料として用いる DNAは，履修する

学生自身が抽出する自分の洲Aであり，検出する遺伝子は， 

お酒すなわちアルコールに強いか弱いかの耐性を遺伝的

に規定しているアルデヒド脱水素酵素遺伝子（AL皿2〕で, 

自分自身の朋A の遺伝子型を判定レ自分がアルコールに

強い（正常型）か弱い（変異型）かを判定する.さらには

変異型か正常型かを規定している ALDH2 遺伝子周辺の遺

伝情報（塩基配列）の直接解読をおこなう．この実験につ

いては，ここ数年，近隣や静岡県内の高校のスーパーサイ

エンスハイスクール (S SB)，サイェンスパートナーシップ

プログラム（SPP) の実験講座としての依頼が来て実施し

たり，いろいろな面で実現は困難であるが一般社会人の体

験実験の問い合わせが来るなど，さまざまな方面の反響が

あるので，概要を実験立ち上げの経緯とともにここに記し

ておくこととした. 

2．学生実験誕生の経緯 

当該実験のルーツは平成 6 年に遡る.開学直後の平成 3 

年秋から常吉は浜松医科大学医学部外科学第 2 講座の

故・馬堵正三教授の大腸がん原因遺伝子解析プロジェクト

に参加させて頂くことができ，微力ではあったが開学直前

まで勤務していた米国のトーマスジェフアーソン医科大

学分子医学研究所でのヒト遺伝子（骨形成不全症の原因遺

伝子のコラーゲン COLIA2 変異）解析経験を生かしてプロ

ジエクトに貢献することができると共に，遺伝性大腸がん

の家系構成員の口腔粘膜剥離細胞からの酬A 抽出を実際 
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に行い，がん抑制遺伝子 MLU I の変異型キャリアーを特定

するなどして実戦的な解析を行った1 -3'. これらの経験

をもとに，金岡と常吉の共同で本学と浜松医大の両方の学

生実験に適用可能な ALDII2 遺伝子型判定0ため0実験手

順の検討を行った＋そして．平成 6 年から 9 年まで, 物質

科学科の旧カリキュラムの「応用化学実験」の中で「学生

自身のヒト ALDII2 遺伝子型判定」を試行レた，この時には

毛根あるいは，糖尿病検査用の自己採血キットを用いて微

量血液を採取し朋A 抽出を行ったーさらに平成 12 年度に

物質科学科内にバイオ・環境コースを立ち上げたのに伴い， 

学科内議論により内容を吟味し平成 14 年度後期から「学

生自身のヒト AL叫2 遣伝子を読みに行く」実験として「生

命化学実験」の中で「ヒト ALD}12 遺伝子型判定・組換え・

解読実験」を行うこととなった‘ここでは遺伝子工学技術

の 4 要素として朋A 抽出，PCRーRFLP, 遺伝子組換え，DNA 

シークエンシング，を精選し，実施することとなった．な

お学科名を物質生命科学科と改称したのはこの1年後の

平成巧年春である‘ 

当時はちょうど遺伝子組み換え，特に遺伝子組換え作物

などの環境影響等に対する不安や，遺伝子解読においての

個人情報に対する意識も高まりつつあった社会情勢を考

慮して，遺伝子組換えについては，別途，研究実験におけ

る必要性から学内に立ち上げた組換えりNA 実験安全委員

会に諮り,学生実験において匿名化した学生の DNA からの 

AL囲2 遺伝子の PCR 産物をペクター』NA に組換えて大腸菌

に形質転換することについての承認を申請した．また，個

人情報保護については文部科学省，厚生労働省，経済産業

省, の 3 省合同で平成 I 年 3 月にまとめられた「ヒトゲ

ノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」があり，この中

では AL朋2 遺伝子のような良くわかっている遺伝子の情

報を学生実習として解析する場合には指針の対象からは

ずれることにはなっている．また，文部科学省・研究振興

局・ライフサイエンス課に問い合わせたところ「小さな大

学であれば組換え DNA 実験安全委員会で規定の追加（審議

内容）と構成要件（人文社会科学系・女性委員の参加）を

満たしていれば，遺伝子解析研究倫理審査委員会を兼ねて

良い」とのことで，本学の学生実験計画は「指針からは問

題がないが，逆に学生に個人情報管理の実際例を学ばせる

機会としてほしい」とのコメントを頂いた. これらの検討

を背景に組換え DNA 実験安全委員会に学生実験計画を審

査申請したが，計画承認の可否について，同委員会として

結論が出なかったため，学長判断の結果，①対象学生に事

前に l時間の説明を行い，自ら0DA採取を希望する学生

に，自由意志による同意書への記入・署名をさせる．各学

生のヒト AL囲2 遺伝子型判定結果についての個人情報と

採取 DNA を実験終了後にすぺて廃棄する，②DNA 採取を希

望しなかった学生も実験に参加させ，単位認定に不利にな

らぬよう配慮する，③問題が生じた場合は対策・措置を講

じるか実験差し替えもある. ④実験承認の可否については  

委員会が最終判断せよ，とのことであった‘これを受けて

当実験としては，事前説明 1時間と同意書を作成する，各

学生の個人情報は各学生しか知ることのできないように

実験を組替える，実験終了後は全朋A を廃棄する,DNA 不

採取学生もチーム実験として各処理に参加させ，レポート

も同じように提出させ, 単位認定でも不利には扱わない， 

ことなどを決定した． 

3 一科学的背景 

お酒の主成分のエタノール（エチルアルコール）は口か

ら摂取後，大半（別％）は小腸で吸収され，栄養を運ぶ門

脈を通って肝臓で分解される. 肝臓ではまず最初に主とし

てアルコール脱水素酵素（遺伝子は加且，酵素活性の最も

高いのが Aflhl田（旧称 ADH2 とも呼ぶ））によりアセトアル

デヒドに酸化される (Fig. 1)‘このアセトアルデヒドは細

胞毒で, なおかつ棚0（世界保健機関）が 2007 年に認定

した発がん物質（アルコールそのものも認定）であり，大

量に飲酒したりアルコールに弱い人が飲酒すると体内に

アセトアルデヒドが一時的に高濃度に蓄積して「フラッシ

ング」反応と呼ばれる，顔だけでなく体表面全体が赤くな

る症状を呈し気分が悪くなる，二日酔いの原因物質とされ

ている，続いてこのアセトアルデヒドは主としてアルデヒ

ド脱水素酵素（遺伝子 AL酬，酵素活性の最も高いのが

乱DEI2）により酢酸に酸化され無毒化される．食道は他の

組織に比ぺて AL川2 の発現が少なくアセトアルデヒド発

がんの標的となりやすいと考えられている. さらにこの後， 

酢酸は補酵素 A とアセチ)レ CoA を生成し，ミトコンドリア

内で TCA 回路を経て二酸化炭素と水に酸化される． 

エタノール 

OHsOH 

Fig.1 体内でのアルコール代謝経略 

この代謝経路の A皿lB, AL川2，にはそれぞれ活性型と

不活性型が存在し，日本人，中国人，朝鮮人を含むモンゴ

ル系民族は凡朋2 の不活性型が約 20'40％存在する5-5 fl. 

凡朋2 は 12 番常染色体長腕上に存在しメンデル型の遺伝

を経て継承され，この遣伝子のエクソン 12 番のほぼ最後

に近いところの 487 番目のコドンは正常型であれば [弘幻

でアミノ酸のグルタミン酸をコードする（AL囲みI,N（正

常〕型）．しかしながら同コドンの最初の 1 塩基 C だけが今

から 2.5~ 3 万年前に中国大陸南部の最初のひとりの人で

突然変異して A となり，コドン「AAAJ はリジンを指定す

るために酵素活性が失われることとなった（肌朋2*2, D（欠

損）型）. 父親と母親が「正常」すなわち「酒豪」型 

（虹皿2*1ノ引（父親・母親から共に正常型（引）を受け継ぎ 

(Hノ打〕となる〕，N（正常｝N（正常｝型，地域によって異なる

が日本人の約砺％程度がこの型とされる‘）であれば子供 
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は必ず酒豪となる.このように遺伝子塩基配列の l塩基だ

けが変異し，さまざまな遺伝子型を形成し，その変異遺伝

子が人ロの 1%以上を占める場合には「多型」と呼び，そ 

T)変異を 1塩基多型（Single Nucleolide Polyniorphisni; 
SUP, 「スニップ」）と称する，変異型を持つ古代中国の集

団の一部は突然変異後，中国大陸北部に移動し，今から 

23叩～葺叩年前の弥生時代になって朝鮮半島を経て日本

列島中部に弥生人として進出し，今の日本人＋中国人，朝

鮮人という「新モンゴル系民族」を作ったと考えられてい

る．その結果，縄文時代から日本国内に住んでいた縄文人

の子孫は北海道，東北と南九州，沖縄に分断されたが，そ

の結果，それぞれの地で酒に強い遺伝子が多い.AL皿2 で

生成されるホリペプチドは正常型のホモ 4 量体でのみ酵

素活性を示すため，遺伝子型がヘテロ型（ALDIL2*lノ*2, ND 
型，日本人の約如％程度がこの型とされる．弥生人は本

州中部の関西，中部，中国地方を中心に住みつき，それぞ

れの地で酒に弱い遺伝子が多い.）であると 4 量体の全サ

ブユニットに正常型が入る確率が (1/2)4 =l/l6 になるの

で酵素活性はほんのわずかになってしまう. もちろん叩

型（ALDII2*2ノ理，日本人の約 4~5%〕ではアセトアルデ

ヒドを酸化できず酒に極めて弱く,事実上アルコールが飲

めない体質となる， 

ー方 AD川B 遺伝子は欧米人の 90％で見出された型が 

ADII田*1ノ打 とされたが，実際にはこれはこの酵素の不活

性型であり，のちに見出され，逆に日本人の 90％などに

見出される ADH 1 B* 2ノ理が正常の高活性型であった．ADU I B 
は 4 番染色体長腕にあり，エクソン 3 番のはじめの方にあ

る 47 番目のコドンは欧米で主流の低活性型であれば

にGC」で，アルギニンをコードする (ADH1B*LD(欠損型）}. 
このコドンの中央の G が，A に変異し「CAC」がヒスチジ

ンをコードすると高活性型（皿11Bs2,N〔正常型））になる. 

この変異は興味深く不思議なことに,ALDH2 とは存在する

染色体が異なるにも関わらず，前述とほぼ同じ地域の中国

南部や朝鮮半島,日本で A になりこの地域だけでのみ高活

性を示す．この活性型への「変異」の誕生は此囲2 変異よ

り新しく，1叩舶～70叩年前とされている＋これが凡朋2 

と共に移動したと考えられる． 

欧米人の 90％以上のように ADIl 1B が加型で，AL酬2 が 

NN 型の人はアルコールを分解しにくいために，アルコー 

ルが体内に長く存在しお酒の快感を長く享受できる．さら

に分解した後の細胞毒であるアセトアルデヒドはすぐに

分解して不快感がほとんどない， これに対し日本人の 

40%程度の人のように却川B が朋型で‘託朋2 がDD 型や 

ND 型の人たちはアルコールがすぐに分解してしまいアル

コールの快感を長く享受できないうえに，分解産物の細胞

毒であるアセトアルデヒドは分解できずに不快感に苦し

むという損な遺伝子型である‘しかしながら欧米人の中に

はアルコールの快感におぼれてしまい，アルコール依存症

になる人が多いと考えられている.本実験では現在のとこ  

ろ乱朋2 の遺伝子型（朋．町．m の区別）と，この遺伝

子型を規定する SN? 部位を含むエクソン 12 番の一部と上

流と下流のイントロン！l番および 12番の一部の塩基配列

を解読して遺伝子型の確認をおこなっている． 

4. 実験手順 

4. 1 口腔粘膜剥離細胞からの』M抽出 

最初の週の初めに学生達に，使い捨て歯ブラシと紙コッ

プを渡し，実験台流しを使い通常の歯磨きを行わせる, こ 

こでは実験直前の昼食時間に食ぺた食品の残りが口内や

歯の問に残っているのを洗い流すことを目的とし，せっか 

く抽出した DNA が食品由来のものでないようにするため

におこなう. 統いて，歯プラシと紙コップを水道水で充分

洗浄後，歯プラシを使って口内の頬の裏側（左・右両面） 

と上顎の裏側を充分擦り，生理食塩水（食卓塩を 0+9%, 

水道水に混合する）の約 40'-5Oinl 程度をロに含んで口を

獣ぎ，口腔粘膜剥離細胞を生理食塩水と共に，使い捨ての 

プラスチックチュープ（5oml 容量）に吐き出す，さらに

歯プラシもこのチューブの中で獣ぎ，口腔粘膜剥離細胞を

充分に回収する， 

このチューブを室温で毎分 3『伽回転 10 分間程度の遠心

分離を行い，ロ腔粘膜剥離細胞を沈殿させる」上清をデカ

ンテーションで除去レ，STE 緩衝液（強力な界面活性剤で

あるドデシル硫酸ナトリウムとト I)ス緩衝液（pH 7.4). 

エチレンジアミン 4 酢酸ナトリウム，とNaC 1 の混合)lmL 

で分散後，タンパク質分解酵素 Proteinase ‘を4叩“g 
添加，混合し Proteiriase K の反応至適温度である 56tで 

1 時間保温して，細胞膜をバラバラにし，タンパク質を―

部分解する（開A 分解酵素等を失活させる）. 

反応後のチュープを冷却高速遠心分離機で毎分 12000 
回転・3 分程度遠心し，上清から舶0"L を 2 回別女の新 

チュープに採取する. それぞれにフエノール・クロロホル

ム・イゾアミルアルコールの混合液（体積比巧対 24 対 1) 

の 2 層分離した下層部を等量（6011 u L）ずつ添加し，巧

秒程度振動撹押する．その後，再び冷却高速遠心分離機で

毎分 12000 回転‘ 5 分程度遠心，液々抽出をおこなう. 

この 2 本の各チューブ内で 2 層分離した層のうち，DNA 
の抽出（「フエノクロ抽出」）された上層の水層を境界層の 

タンパク質をとらないように気をつけながら &00"L 採取 

し，新しい 2 本のチューブに移す．これらに，I SO ii if0! 
のNaCl と冷凍 (-20で）エタノールを 1吐混合しフタを 

閉めて緩やかにチューブを転倒撹拝する．この段階で, 最 

初の口腔粘膜剥離細胞が大量に採取できていれば DNA が

充分量抽出されているため，各学生自身の 0皿が糸くず状 

の沈殿（エタノール沈殿）となってチュープの中に浮遊す 

るのが確認できる (Fig.2>＋ここでのポイントとしては学

生自身の酬A を現物のものとして観察できるように口腔 

粘膜剥離細胞を大量に採取させている. また，同時に 2 
本のチューブでDNA を抽出させているが，2 本共に DNA 0) 
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糸くずが見えた場合には，最初に抽出したチューブの中の 

DNA を後続の反応に適用できるよう処理し，他の 1本につ

いては 70％エタノールを満たした 2 吐のミニチューブに 

DNA を移し「標本」として持ち帰りができるように，また

チュープにはストラップもつけてケータイやスマホに飾

りとして付けられるようにしてある． 

最初のチューブについては一舶tの冷凍庫で 20 分間冷

凍し沈殿をより多く生成させる.続いて冷却高速遠心分離

機で毎分 15000 回転 10 分間遠心し液層を捨てて，冷凍

和％エタノール 500 it L を入れ毎分 15000 回転 2 分間の遠

心，洗浄を行う. チュープを取り出し液層をビベッターで

取り去り115 分間遠心真空乾燥し，約 SOuL の滅菌水で

溶解して4tで冷蔵保存する． 

Eig.2 DNAストラップ裏本． 

チュープの底近くに糸くず状のDNAが浮遊している. 

‘了 

1 
a", 

、 

、 
、 
、 

341 

Fl島3 抽出した染色体DNA の紫外吸光スペクトル 

260 rim にピークを持つ， 

翌週は DNA 0)定性・定量実験等を行っている, 冷蔵保存

していた染色体朋A 原液約 SOuL から 20 it L を採取し，イ

オン交換水で 5O 倍希釈して石英製の分光セルに入れ，紫  

外可視分光吸光光度計で 2叩皿から34Oninの波長の間の吸

光スベクトルを取り，260皿に吸光ビークを持つ DNA 0)特

徴的なスベクト)レ (Fig. 3) を観察させる，そして同時に 

26om と 28on血の吸光度を記録させ‘ 260nm の吸光度から 

DNA の濃度を求め，2S師m の吸光度との比から DNA の純度

の指標を計算させる．また純粋のタンパク質の代表として

牛血清アルブミン（鵬A）を微量，イオン交換水に溶解さ

せ，同じように紫外スペクトルをとらせ＋ 2llOnin のピーク

を観測させて純度指標が DNA の特徴的ピークの吸光度と， 

タンパク質の特徴的ピークの吸光度の比率をとる意味を

納得させる. また並行して，原液の DNA を希釈して 95t 

で 20 分ほど加熱する前後の吸光度の変化を記録させ，2 

本鎖DNA が 1 本鎖に熱解離した時の吸光度の増加を観測さ

せる. 

4.2 ボリメラーゼ連鎖反応（PCR）一制限酵素断片長多型

法（RFLP) 

2 つ月のテーマの第】週の最初に，学生自身の ALDH2 遺

伝子型個人情報を保護するための匿名化をおこなう‘それ

には各学生が抽出した染色体課A 入りミニチューブの表

面に書かれたマジックインクによる学籍番号の下 2 ケタ

を各自に消させる. 教員は 2 枚ペアーの小さなシールに 1 

から学生数（例えば 8 名の 8）までの各番号を書いた 8 ペ

アーを裏を向けてランダムに学生に取らせる，学生は秘か

にそのシールの番号を覚えると共に 1 つのシールをマジ

ックインキの消えたミニチュープのフタに他の学生にわ

からないように貼りつけ，フタをしっかり締めて，投入口

の狭い箱（ブラックボックス〉の中に番号を見せないよう

にして入れる．同時に残りの 1 枚のシールは実験ノートな

どに，忘れた場合の記録および証拠となるよう保存してお

く. このようにすると自分のチューブはどの番号のチュー 

ブかを本人だけしか知ることはなく，他の学生はもちろん， 

教員もどれが誰の DNA かを知ることもなく匿名化が完成

する. 
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Fig.4 ALDH2遣伝子のPCR増幅周辺領域. 

イントロン Uと12 にPCRプライマー，エクソン 12 にシーク

エンシングプライマーを設定した. 
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続いて，ALm2 遺伝子工クソン 12 番の後ろの方の多型

塩基 GJA をはさむようにイントロン Ii 番とイントロン 12 

番にそれぞれ設定したフオワードプライマー（SFUO1) 

5’一卿臥孔C TGG臥GIGmCCCAmCCmMCAGTし3' 

とリバースプライマー（肱102) 

5 ’ーGGGGATCCGAGCCACCAGCAG舵CC箕皿GC13' 

を用い (Fig.4)，匿名化した学生自身の染色体 FJNA 約 0.] 

-1ngを鋳型として，PCR 

95で・8 分 

[94t・30 秒，‘『で・30 秒，lit・30 秒I x40 サイクル 

lit'2分 

4で・10 分 

を行う， 

PCR 産物は DNA サイズマーカーと並行してアガロースゲ

ル電気泳動をおこない，目的サイズの位置にエチジウムブ

ロマイドの蛍光バンドを視認させて PCR の成功を確認さ

せる (Fig. 5). 

Fig.5 電気泳動によるPCR産物生成の確認. 

9サンプルについて目的の長さ251bp(塩 基 対〕 の バ ンドを

確認，NC: ネガティブコントローJk 

るようにしていた 4). その後，5 年前に山田により，新規

に上市された ljPRに変更した+ Iboll だと，プライマ 

ーのすぐ 3’末端近くで消化されるため，プライマーを長

くしておかないと R凡P で断片の長さの違いの判別が難し

かった，これに比べ Isp RI では多型判定の消化部位を PCR 

産物の真中にでも設定できるので判定が容易になった 

（円g.6, Fig.?). 

翌週は，PCR 産 

物を限外ろ過チ 251 2引加 
215" ューブあるいは 215" 

ゲルろ過スピン 
132 bp 

カラムで精製し 132" 

た後・制限酵素 83 い 83 い 
Isp RI で 65で，1 

時間の消化をお 
36Lp 

こない，アガロ1 36" 

+ スゲル電気泳動 

恥7 ALDH2多型の RI丁正〕パターン , での消化断片長 Fig. 

パターンから遺 

伝子型を判定する (Fig.8). 

P沢 	聞 ［ 
産物 

（酵栗活性を確認； 
r力タ-Ii)Ia-Ij) 

フオワードプライマーは後の制限酵素の反応活性をチェ

ックするための内在性コントロールとして Isp RI の認識

配列 rCAG花」を作成できるよう 3’末端側にこの配列と

似たような場所を選び 1 塩基の変異導入を行ってある

任 ig4)」制限酵素はかつての実験開始当初には金岡によ

りリバースプライマーを上記同様に 3’末端側に】塩基変

異導入を行い Albo II の認識配列「G品“」の最初の G の部

分に多型を合わせ，多型により消化，非消化を判断でき 

	郎』1 	' 
噌 ml忙●●”●●柳Tひ●●“"'”●4”●4"4叫11'"4●●」”“●●●4・●” 

" """"”」””m加ー“”一’""'"1”竺でで器押’ 
‘ 	 師1" 	 ' 

T 1i融晴．棄活性，“〕 

一自Ul 	叱 	 鼎淵t嚇 
N~amn工~知1" 	 ”」““」“"'""“北1い 

誹 b 	● 	‘ 	 口2‘, 

恥.8 ThpRIによるALDH2の PCR-RFLP. 

L2,4:NN 型，そ0)他：ND 型，5はPD型に近いが消化

バンドがありトlD，醇素活性があるので消化物は PCR 産

物より全て短くなっている. 

また，PCII の際に用いる各プライマーの 5’末端には制

限酵素 I3ffl HI の認識配列が添付してあり，初期の頃は遺

伝子型が、D 型と判定された PCR 産物をβ』I田で消化して 

p批19 ベクターに消化物をインサートとして遺伝子組換

えをおこない，大腸菌を形質転換した‘その後プルーホワ

イトカラーセレクションによりインサートの入ったと思

われるコロニーを直接（コロ二ー）PCR にかけ，PCR 産物

の長さからインサートの有無を判定すると共に，後続の 

DNA シークエンシングでベクター上のユニバーサルプラ

イマーを用いた遺伝子解読を行い，N 型か D 型かどちらか

の配列しか読めないことから，大腸菌 1 個に】個のベクタ 

ーレか入っていないことを確認させていた. 
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Fig.6 ALDH2・PCR 産物の均,RI 消化による

遣伝子型判定‘ 

4.3 DM シークエンシング 

最後のテーマは，PCR 産物の直接シークエンシングを行 
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い，KR 増幅した領域の AL朋2 遺伝子の塩基配列を解読す

る，学内に導入した朋A シークエンサー（ジェネティック

アナライザー，Applied Biosysteuis 社 3 100-Avait t) は 

ddNTP に塩基ごとに各色の蛍光色素を合計 4 色標識したキ

ャピラリータイプであるが，キャピラリーは同時に 4 本し

か泳動できないため，前テーマで判定レた訓型，ND 型, 

助型，の PCR 産物の中で産物量が多そうで純度も高そう

なサンプルを選別して合計 3 サンプルをシークエンシン

グ反応に適用する，残り 1 サンプルは N』型の産物に，P探

に用いたリバースプライマーをシークエンシングプライ

マーにし．反応をおこない前記 3 サンプルがセンス鎖を読

めるのに対して 1 サンプJレは苦労をしてアンチセンス鎖

を読ませるようにしている. このようにして 2 名1チーム

で共同して 1 サンプルずつのシークエンシング反応と精

製の実験を進めてゆく． 

第 1 週は，蛍光標識した dd町P と（インナー）フオワー 

ド・シークエンシングプライマー〔試］03) 

S’ー GGTCAACTGCTATGATGTG-ぎ 

と PCR 用リバースプライマー｛訟102〕をシークエンシング

プライマーに用い（Fig.4), 各 PCR 産物にそれぞれシーク

エンシング反応 

95で・3 分 

[95で・30 秒，訓で・30 秒,60で・30 秒］>(25 サイク)レ 

4t・10 分 

を行なう, その後，エタノール沈殿によりシークエンシン

グ反応物を精製し，シークエンサーで 2 時間程度の電気泳

動・蛍光検出を自動で行う， 

第 2 週は出来上がってきたデータを各学生手持ちのノ 

ートパソコンにダウンロードさせ, データ読み取りソフト

を学内のサーバーからダウンロード・インストールさせて, 

4 種類のデータを読み取りソフトで解析，多型部分の塩基

変異を確認させる (Fig. 9). 

正常型のホモ： NN二 GAA+GAA 
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Fig,9 各遺伝子型 DNA のシークエンシング結果． 

5，おわりに 

このように，全体を通して「キット」を極力使わずに遺  

伝子工学の基本に沿った実験操作によってでも最初の口

腔粘膜剥離細胞を充分に採取できていれば，学生自身の染

色体 DNA が充分量抽出でき，此R 反応に用いることができ

ると同時に，標本として自らの DNA ストラップを作ること

ができる（実質約半数の学生がストラップ作成に成功す

る）．また, 対象学生は 3 年次の後期授業であるのでちょ

うど全員が 20 歳を迎えて何らかの形で飲酒の機会に接レ

始めているところであり，アルコールに対する耐性に関心

が高まっているところで，AL朋2 の遺伝子型についてはか

なり興味を持ちながら実験を行い，判明した自分の遺伝子

型情報を他の学生に知らせてしまう学生も多い. 

さらに他大学ではほとんど行なっていない PCR 直接シ 

ークエンシングを ALDH2 遺伝子の解読に適用することで， 

遺伝子塩基配列が実際に自分の月で確認できるという貴

重な経験になるようにしている．特に約半数の学生は―部

ではあるが自らの染色体 DNAの ALDII2遺伝子の解読ができ

たということで感動したという声を開く，これについては

筆者も留学時代にその頃市場に出回り始めた PCR 装置を

用いて研究所内で初めて直接シークエンシングを成功さ

せることができ，自らの側A ではなかったが，解読できた

時の感動を今でも昨日のことのように思い出すことがで

きる.DNA シークエンシングを実験に組み入れたのも，学

生達に同じ感動を是非味わってもらいたいと考えたのが

ひとつの原因である， 
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