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い まさら聞けない プラ ス ミ ド抽出法の 原理

高木　昌宏

　遣伝子組換え研究にお い て プ ラ ス ミ ド抽出 とい う実験

操作は，今とな っ て は日常の実験の 中で ル
ー

チ ン化 して

い る．多くの研究室 で は，市販化された キ ッ トを用 い て
，

その プ ロ トコ ール に従っ て行 っ て い るか，あるい は研究

室に代々 伝わ る マ ニ ュ ア ル があり，それに従っ て保存液

を作 り， 既 に確立された プ ロ トコ ー
ル に従っ た作業に よ

り，プラス ミドを抽出 して い るであろ う，プ ラ ス ミ ド抽

出に限 らず，こ の 「キ ッ ト」や 「プ ロ トコ
ー

ル」 とい う

の は「くせ者」で ，常に科学的根拠に基づ くべ き「実験」が，

単なる 日常の 「作業」 となっ て しまう．する と，結果が

うま く出な い 場合に，そ の トラブル を解決する方法が分

か らない だけで な く．そ の 実験操作の 背景にある理論的

な側面に目を向ける こ ともな く，特に大学の 研究室では，

そ の実験の教育的な価値は完全 にな くなっ て しまうであ

ろ う．

　それ もその はず，キ ッ トに含まれ て い る溶液の組成や

濃度は，企業秘密であろうし，ともすれば研究室に伝わ

るマ ニ ュ ア ル です ら，何年も前に先生 （ある い は，伝説

の 先輩方）が築 い た産物で あ り，科学的 な根拠は闇 の 中

に埋 もれて しまっ て い る で あろ う．となれば，誰で も簡

単に プ ラ ス ミ ド抽出が で きる よ うに最適化され て い る科

学的な理由は
，

キ ッ トを用い て い る場合も，研究室の マ

ニ ュ ア ル に従 っ て い る場合も，分か らない まま実験作業

を行 っ て い た りする の で はない だ ろ うか ？

　こ の 原稿の 依頼を頂戴して か ら，筆者が調べ た数社の

プラ ス ミ ド抽出キ ッ トの プ ロ トコ
ー

ル を見る限 りにお い

て は，や は りプ ラ ス ミ ド抽出法の 中で も最も使用頻度が

高く便利なの は，ア ル カ リ抽出法であり，数ある キ ッ トも

そ の殆 どは，多少の 変更が加えられて い る とは言え，そ

の もと になるの は，H ．　C．　Bimboimと 」，　Doly（Laboratorie

de　Genetique　MolecUlaire，　Institut　de　Rechereche　Biologie

MolecUlarire，　FRANCE ）らによる論文，　 A 　rapid 　alkaline

extraction 　precedure　for　screening 　recombinant 　plasmid
DNA （Nucleic　Acids　Research，　7，

1513（1979）＞1）である．

　 そこ で，本稿で は，30年以上前の こ の論文を ひ も解

きなが ら，プ ラ ス ミ ド抽出 の 原理 に つ い て お話 させ て 頂

きた い ．遺伝子組換 え初心者 の 皆 さん はもち ろ ん，ベ テ

ラ ン の 皆さんも，もう
一度一緒 に，どの ような背景があ

るか整理 して頂ければ幸い で ある，

アルカ リ抽出法の基本原理

　ア ル カ リ抽出法の 基本的な原理 は，DNA の ア ル カ リ

変性を巧みに利用 して，効率的にプラス ミ ドDNA を抽

出する こ とである．核酸を安定させ て い る要因，そ して

変性の メ カ ニ ズ ム に つ い て は，本誌 2011年4 月号の 「バ

イオ よもや ま話」の 「どうして核酸は変性する の ？」に

藤原伸介先生が詳 しく説明して 下 さっ て い る の で 2）
1 ぜ

ひ そちらを参考に して頂 きた い ，

　pH とDNA 変性の 関係を簡単に要約すると，　 DNA は，

中性付近 の pH で塩基間 に水素結含を形成 して い るが，

pH が 9．2を越 える と塩基の 脱プ w トン 化が始 ま り，水

素結合が壊れてDNA は変性する （
一本鎖になる）．本来，

こ の変性状態は穏和な変化に対して は，可逆的 （つ まり

pH を戻せ ば，　 DNA は二 本鎖に戻る）で あるが，急激な

変化に は対応で きず二 本鎖に戻る こ とがで きない ．また，

DNA の ア ル カ リ変性は，　 DNA の 分子量，ある い は存在

状態によっ て も．そ の効率に違い が ある．こ の基本的な

DNA の特性が，ア ル カ リ抽出法の背景にある．

　こ こ で紹介する Birnbo  とDoly の論文の ア ブ ス トラ

ク トに は，以下の 記載がある の で，原文の まま転載する，

The　 principle　 of　 the　 method 　is　 selective 　 alkaiine

denatUration　 of　h｛gh　molecular 　weight 　chror ηosomal

DNA 　 while 　 covalently 　 closed 　 circular 　DNA 　remains

double−stranded ．　Adequate　pH 　control 　is　accomplished

without 　 using 　a　pH 　meter ．　 Upon　neutra ］ization，
chromosomal 　DNA 　renatUres 　to　fornl　an 　insoluble　clot

，

leaving　plasmid　DNA 　in　the　supernatant ．

　 つ まり同じ化学組成の DNA で あるが，分子量の大 き

い 染色体は，選択的にア ル カ リ変性し，分子量が小 さく，

しか も超らせ ん構造をとる閉環状 （cccDNA ，　covalently

closed 　circular 　DNA ある い はsuper 　coil （sc）とよばれる）

の プ ラ ス ミ ドは，変性 し に くい ．プ ラ ス ミ ド分子 に は 1・

ポ ロ ジーの異な る状態が存在する が，こ の 点に つ い て簡

単に触れ て お きたい ．ご存知の ように プラ ス ミ ド （図 1）

は環状 の DNA 分子だが，細胞 内で は トポイ ソ メ ラ
ーゼ

の 働 きで ccc の 状態に変換 されて い る，　 ccc 状態 の DNA

二 本鎖 の うち，片方の DNA 鎖の ボ ス ポ ジ エ ス テ ル結合

が決断され る と，残 っ た DNA 鎖が支軸とな り自由回転

し，開環状 （open 　circu 】ar，　 oc ）に な る．また 二 本鎖 の

両方が切断 される と線状 （linear，　 L ； 直線状 あ るい は
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図 1．プ ラス ミ ドの 状態変化 （文献
3）よ り抜粋）

直鎖状 とよばれる こ ともある）の分子となる，構造的に

ccc は最も安定で あり，急激なpH 変化を経て も不可逆な

変性状態 （irreversibly　denatured　form）に はなりに くい ．

こ の 性質を利用 して プラス ミ ドの 抽出法が開発された．

以下 に歴史をふ り返 りなが ら説明したい ．

アル カリ抽出に至る歴史

　遺伝子組換 え実験が行われた 1970年代 に お い て は，

プラ ス ミ ドを抽出する際，お もに塩化セ シウ ム を用い た

密度勾配超遠心法を用 い て い た，こ の方法は，染色体に

比べ て プラ ス ミ ドに よ り多 くの エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イド

（臭化エ チ ジウム ）が結合 し，相対的に密度が高 くなる

特徴を用い て プ ラス ミ ドを遠心法に よ っ て抽出する方法

であ る4），か な り高い 純度の プ ラス ミ ドを抽出する こ と

が で きるが，手間，費用，時問，すべ てが相当かかる方

法で あっ た，しか も相当量 の発ガ ン 物質で あるエ チジ ウ

ム ブ ロ マ イ ドを用い る実験で ，筆者も怖 々 臭化 エ チ ジウ

ム に染ま る赤い 遠心チ ュ
ー

ブを取 り扱 っ た経験がある．

組換 えプ ラス ミ ドの構築を迅速に判定す る 目的で あれ

ば，それ程まで に純度の 高い プラス ミ ドは必要で はなく，
一

晩かけ て超遠心を行い ，さらに
一

晩か けて透析す る と

い う時間的な余裕 もない の である，制限酵素処理，電気

泳動，あるい は形質転換で きる程度 の 量と純度の DNA

を，迅速，安価に調製で きる方法が望まれて い た．

　プ ラ ス ミ ドと言う言葉が まだ広まっ て い ない ，1960

年代後半か ら70年代にかけて，フ ァ
ージな どの 染色体

外複製ユ ニ ッ トの 研究が盛 ん に行 われ て い た．そ の 頃．

pH 　12．0〜 125の 狭 い 範囲で ， 線状 （つ まりccc でない ）

DNA は変性する が，　 cccDNA は，そ の条件で 簡単には

変性 し な い こ とが分か っ て お りS），こ の特徴を上手 く利

用すれ ば，プ ラ ス ミ ドDNA な どの cccDNA を調製で き

る と考えられて い た．

　Birnboim とDoly の 論文で発表された ア ル カ リ抽出法

は，pH をモ ニ ターする こ とな く， ア ル カリ条件をコ ン

トロ ール して 簡便にプ ラ ス ミ ドを抽出で きる方法とし

て ，世界中に一気に広 まっ た，

使用する液とその組成

溶液1 ： リゾチ
ーム液 （Lysozyme 溶液）

　2　mg ！ml リゾ チ
ーム （lysozyme），50　mM グ ル コ ース

　（glucose），10　mM 　CDTA （cyclohexane 　diamine　tetr−

　acetate），25　mM 　Tris−HCI （pH　8．0）．リゾチ
ーム の

　み直前 に混合 し，そ の 他の 液は ス トッ ク液 とし て，

　0°C に保存する．

　CDTA とは，キ レ ー
ト剤 で あ り，良 く用 い られる

　EDTA （ethylenediaminetetraacetie 　acid）よ りもア ル

　コ
ー

ル に溶けやすく，金属イオ ン と強い 複合体を形成

　す る と言 わ れ て い る，しか し，CDTA の 代 わ りに

　EDTA を用 い て も構わな い ．

溶液 II：ア ル カリSDS 液 （Alkaline　SDS 溶液）

　02 　N 水酸化ナ トリウ ム （NaOH ）．1％ ドデシル硫酸

ナ ト　ilウ ム （sodium 　dodecyl　sulfate （SDS ））．室温で

　保存，約 1週間安定である．

溶液 III： 高濃度塩溶液 （High　salt溶液）

3M 酢酸ナ トリウム （sodium 　acetate （pH　4．8）），3mol

　の酢酸ナ トリウ ム を適量 の水に溶か し，pH 　4．8 に氷酢

　酸にて 調整 し，液量 を llに合わせる．室温で保存可能

　RNaseA 液 （A 　stock 溶液 ofRNAseA ）

　RNase　A （1　mg ！ml 　in　5　mM 　Tris−HCI
， pH 　8．O）を準備

　 し，100°C で 10分間処理する，

標準的な実験操作

　本題に入る前に，プ ラ ス ミ ドの コ ピー
数につ い て，少

し説明を加える．プ ラ ス ミ ドの コ ピー数 とは，1つ の細

胞の 中にい くつ の プ ラ ス ミ ドが存在する か で ある． コ

ピ
ー
数は 当然なが ら，プ ラス ミ ド抽出の収量に 関わ る重

要な要因である．プラス ミ ドの 複製起点として多 く用い

られて い るの は，ColE1とpMB 　1であ り，両複製基点は，

互 い に非常に近 い 関係にある （表 1）．こ こ で の 説明の 際

に例に挙げるプラ ス ミドであるpBR322 （4363　bp）は，

1細胞あた りに 15−20の コ ピー
数の プ ラ ス ミ ドが存在す

る とされ て い る （低 コ ピー数プ ラ ス ミ ド）．pUC 由来の

プ ラ ス ミ ドは，変異導入された ColEl複製起点が含まれ，

コ ピー数は高くなっ て お り，1細胞あた り500− 700の プ

ラ ス ミ ドが存在する （高 コ ピ ー数プ ラ ス ミ ド），つ まり

プ ラ ス ミ ドの コ ピー
数には，10倍以上 の違 い がある事

にな る の で，抽出実験 の 結果に
一喜一憂する前に，白分

の 使 っ て い る プ ラス ミ ドの 複製起点 の 特徴や，そ の コ

ピー数に つ い て は，理解 して お く必要がある．表 1に，

代表的なプ ラ ス ミ ドとそ の コ ピー数に つ い て まとめ て い

る，なお，プ ラ ス ミ ドの コ ピー
数制御 に関 して は，本誌

2011年　　第9号
。工工

一E 、 。 。 ， ． 。 。 i 。　Lib ． ai4 ，
5

、。 ． vi 。 。



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

生物工学基礎講座

表 1．各種 プ ラス ミ ド／ コ ス ミ ドの 複製起点お よ び コ ピー
数

　　 （Qiagen　Plasmid　Pur浦 cation　Handbook （2005）よ り）

DNA コ ン ス トラ ク ト 複製開始点 コ ピー数 分類

＜ プラ ス ミ ド＞

pUC ベ ク ター

pBluescriptベ ク ター

pGEM ベ ク タ
ー

pTZ ベ ク ター

pBR322 および誘導体

pACYC お よび誘導体

pSCIOI お よむだ
言秀導体

〈 コ ス ミ ド＞

SuperCos
pWEI5

pMBI ＊

Co肥 lpMBI
＊

pMBI ＊

pMBI ＊

p15ApSC101

pMBlColEl

500−700300
−500300
−400

＞100015
・−2010
−12

〜5

10−2010
−20

　

　

　

　

　

　一

　

　

　

　

　

ピ

　

　

　

　

　

蟹

　

　

　

　

　

レ

一
　
一
　
一
一

低

ピ

ピ

ピ

ピ

ピ

ピ

に

コ

コ

コ

コ

コ

コ

常

高

高

高

高

低

低
非

低 コ ピー

低コ ピー

＊

pMB1 の 複製起点はColElの それ と非常 に関連 して い るの で．お互 い に不和合性と考えられ る．
ここ に掲載さ れて い る 高コ ピー・プ ラ ス ミ ドは この 起点が 変異した もの を持つ ．

次号で橋本義輝先生が詳解 されて い るの で参照い ただ き

た い ．

　それ で は以下に，プラ ス ミ ド，pBR322 につ い て の抽

出例 を基本に，実験操作に つ い て述べ る．

　まず器具や装置につ い て，Eppendorf−type （1．5　m1 ）の

ポリエ チ レ ン チ ュ
ー

ブ （通称 エ ッ ペ ン ドル フ チ ュ
ー

ブ），

8000〜 10，000xg の 遠心力 を掛けられる遠心分離装置，

遠心分離上層液の 完全な除去の ため の パ ス ッール ピペ ッ

ト ・ア ス ピ レーターなどがある と便利で ある．

　大腸菌組換え体を，100pg ！ml の ア ン ピシ リ ン を選択

圧 と し て含む 25ml の L ・培地 で培養する，約一晩 18

時聞の培養 の 後，05ml の 培養液を，1，51nl容 の エ ッ

ペ ン ドル フ チ ュ
ー

ブ に回収する，残 りの 液は，40％ グ

リセ ロ
ー

ル を加え て，−20°C で保存する，すべ て の 実験

操作は，特に述 べ ない 限り，室温で行う．

　培養液を含む チ ュ
ーブ は ，約 15秒間遠心する．上澄

液 をア ス ピ レ ーターなどで注意深 く取 り除き，細胞を

1GO　plの溶液1に懸濁し，その チ ュ
ーブを0°C で 30分間

置 く．その 後 ，
200Fl の 溶液IIを加 えて，ゆ っ くりと攪

拌する．そ の 際 内容液はほ とん ど透明で，やや粘 り気

を帯びた状態になる．

　溶液 H の 組成は
， 水酸化 ナ トリウム （強 ア ル カ リ）と

界面活性剤 （SDS ）で ある．こ の 状態で溶液は．高い ア

ル カ リ性 になり（お お よそpH12 〜13），タ ンパ ク質，核

酸など，ほとん どの 生体物質 は，低分子物質は もち ろ ん ，

高分子物質 で す ら溶解 した状態で あ る．特に先に述 べ た

とお り，染色体 DNA は，変性状態，つ ま り
一本鎖状態

になっ て い る．従 っ て ，こ の 状態で は，液が透明な状態

に な る．

　チ ュ
ーブを 5分間0°C で保温 した後，150pl の溶液III

を加え，チ ュ
ー

ブを逆 さまに しなが ら，数秒間ゆ っ くり

と攪拌する．こ の時に，DNA を含む乳白色の 沈殿物が

出て くる，

　約 1時間，チ ュ
ー

ブを0°C で保温 し，タ ン パ ク質，高

分子量の RNA ，そ して染色体DNA を沈殿させる．5分間，

遠心分離 し，透明の 液を新 しい チ ュ
ーブ に回収する，

　そ こ に lml の 冷エ タ ノ
ー

ル を加え て，−20°C で 30分

間保温 約 2分問遠心分離 した後，ア ス ピ レーターで 液

をで きるだけ除き，沈殿を回収する．

　沈殿物 をIOO　plの O．1M 酢酸ナ トリウム ノ0．05　M 　Tris−

HCl （pH　8）に懸濁 し，2倍量 の エ タ ノール を加え，10

分間一20°C で保温し，再度， 約2分間遠心分離し， 液を

除去 し沈殿 を回収する．沈殿 に40plの 滅菌水を加えて

懸濁した後，10plの 5× バ ッ フ ァ
ーを加えて，電気泳動

を行う，

形質転換や制限酵素処理に際しての変更点

　形質転換に際して は，遠心分離して 回収 した沈殿物を，

40 μ1の水 またはバ ッ フ ァ
ーに懸濁し，そこ か ら数μ1を

用 い て コ ン ピテ ン ト細胞に加えれば，充分量の 形質転換

体が得 られる．制限酵素処理に際しては，沈殿物を36μ1
の 滅菌水に懸濁し，そ こ に4pl の pancreatic　RNase （1mg 〆

m1 ）を加えて，37°C ，30分処環 し制限酵素バ ッ フ ァ
ーと，

1ユ ニ ッ トの 制限酵素を添加 して ，37°C で保温する．

より純度の高いプラス ミ ドを得るための変更点

　こ こ まで の 内容 は，Bimboiboi 皿 と Doly ら の 論文 に

記載 され て い る通りに記述して い る の だが ，たとえばそ

の 後，Maniatisらに よ っ て著された遺伝子組換え実験の

バ イブ ル とも言える
“
Molecular　Coloning　−A 　Laboratory

Manual
”
6）で は，以下の 変更点が記載され て い る．

　溶液 1IIの 組成が，5M 酢酸カ リウ ム pH4．8に変更され
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て い る．溶
’mIIIを添加 した後の 遠心上澄液に ， 等量の

フ ェ ノ ール ノク ロ ロ ホ ル ム液を加え攪拌 ・遠心 し，その

水層に 対 して エ タ ノ ール を加えて い る．エ タ ノール沈殿

の 後，沈殿物に 70％ エ タ ノール を加 えて ，遠心する操

作が含まれ て い る，

　さらにそ の 後 溶液IIIは，7．5M 酢酸ア ン モ ニ ウ ム溶

液 （pH7 ．6）に変更され て い る例，また，最初 の エ タ ノー

ル沈殿 の際に，エ タ ノ
ー

ル で はな く，イ ソ プロ パ ノ
ー

ル

を用い て行う例など，改良点に 関する報告は非常に多く

ある．最近販売され て い る多 くの プ ラ ス ミ ド精製キ ッ ト

で採用され て い る の は
， 吸着ビーズ，シ リ カ膜な どで あ

り，
ス ピ ン カ ラム などを用い て，純度の高 い プラス ミ ド

抽出を可能にして い る，こ れ らの 変更点の意義につ い て

は，後述する，

各溶液の役割に つ い て

　こ こ で は，溶液ご とにその組成に基づ い て役割を整理

したい ．

　溶液1 ニ リゾチ
ーム は，細胞壁の分解，グ ル コ ース は，

浸透圧 を与えて細胞膜を破壊する役 目，そ してキ レー
ト

剤　（CDTA ，　 EDTA ）は，金属イオン を活性中心に持つ

デ オキシリボ ヌ ク レア ーゼ を阻害する目的がある，溶液 1

の組成か ら分か る ように，この 操作は細胞壁 を溶解する

操作である．大腸菌の ようなグラム陰性菌の場合には細胞

壁は弱 く，
この 操作で良い （実際に は，リ ゾチ ーム が 無く

ても抽出で きる），しかし，細胞壁構造の強固なグラム 陽

性菌の 場合 に は t その 表層の 性質に応 じて リゾチ ーム濃

度や保温温度を変更する 必要があ る，Birnboim とDoly

の論文にも，枯草菌 （Bacillus　subtilis）か らの cccDNA の

抽出には，溶液 1添加後 室温 または 37°C で 30分保温

する操作が有効であるとの記載がある。

　溶液 II： 界面活性剤 とpH によ り，細胞成分は完全 に

溶解す る の が こ の操作で ある．SDS は
， 細胞の 膜構造

を破壊 し，水酸化ナ トリウ ム の高い pH に より，は，染

色体DNA を変性させ る．

　溶液 III：酢酸 ナ トリウ ム，酢酸カ リウ ム，酢酸ア ン

モ ニ ウ ム など，色 々 な化合物が用 い られるが，い ずれ の

場合もpH を急激に中性に戻すス テ ッ プである．こ の 条

件で は，い っ た ん溶解 した タ ン パ ク質と SDS ，そ して

染色体DNA が複合体を形成し，不溶性の凝集物 を形成

する，

　そ の 後 の 改良に用 い られて い る試薬につ い て も以下に

説明する．フ ェ ノール 1ク ロ ロ ホル ム処理は，水溶液中に

残るタ ンパ ク質を完全 に変性させ る操作である．酢酸ナ

トリ ウ ム を用い た 当初の方法が ，酢酸 カ リウ ム や酢酸ア

ン モ ニ ウ ム に変更 され て い る点，さらに は エ タ ノ ール で

はな く，イ ソ プロ パ ノ
ー

ル が DNA 沈殿に用い られ る よう

に なっ た の は，制限酵素処理条件に影響す るナ トリ ウ ム

塩の沈殿物へ の混在をで きるだけ除去する 目的で ある．

　最近 の キ ッ トで，シ リカ膜やビーズなどが良く用 い ら

れて い る が，こ れは塩濃度 の 高い 状態で は DNA が膜や

ビーズに吸着し，塩濃度の低い 状態では離れる性質を利

用し，最終的に純度の 高い プ ラ ス ミ ドが精製で きるよう

に 工 夫され て い る，

アル カリ条件下におけるプラス ミ ドDNA

　こ こ で再び，Bimbolm と Dolyらの 論文に戻 っ て
， ア

ル カリ条件下におけるプ ラ ス ミ ドDNA につ い て考察し

た結果に つ い て紹介したい ，先にも述べ た とお り，ア ル

カ リ抽出法の 基本は，高pH 条件下で プラ ス ミ ドDNA

をその ままに，染色体DNA を変性 させ る ことに ある，

しか し，プ ラ ス ミ ドDNA も非常に高い pH 条件 （た とえ

ば pH13）の条件では，不可逆的に変性して しまう，こ の

不可逆な変性状態 （論文で は，irreversibly　denatured　form

と命名され て い る）は，プラス ミ ド抽出におい て避けな

くて はならない 状態で ある，図 2は，Birnboim とDoly

らの 論文か ら，その まま引用した図である が，図2a は，

塩化セ シ ウム ・超遠心法で精製 したプラス ミ ドpBR322
で ある，バ ン ド4はccc 状態，微量の oc 状態で あるバ ン

ド3と，ccc2 量体状態 （ccc −dimer）で ある バ ン ド2も

認め られる．図2bは，先ほ どの a に対 して ，　 O．IN の水

酸化ナ トリ ウ ム （NaOH ）で処理した結果で あるが，よ

り移動度 の 高い バ ン ド 5が 認め られ る．こ れ が ，不可逆

な変性状態 （irreversibly　denatUred　form）である．さら

に 2 つ の マ イナ
ーバ ン ドが見えるが，こ れ らは 2種類の

一
本鎖状態 の DNA （直鎖状 ：linearと環状 ：circular ）

であ り、oc 状 態か ら変性 した と考えられる，そ こで，

ア ル カ リ処理 の前に Slヌ ク レ アーゼ を用 い て，　 cco 状態

の DNA の
一
本鎖に ニ ッ ク （傷）を入れて アル カ リ処理を

した結果 バ ン ド4 とバ ン ド5の量が減 り，一本鎖状態

の DNA の 量が増えてい る こ とが わかる．こ の ように し

て，プ ラス ミ ドの 不可逆変牲状態の 量 を電気泳動ゲ ル 上

での 位置を特定する こ とで測定し，ア ル カリ抽出条件の

最適化が行われた の で ある，

　プ ラ ス ミ ドの 不可逆変性状態が 形成される程の 高 い

pH 条件を回避 しつ つ ，同時に染色体 DNA を変性させ

る の に は充分なア ル カ リ条件を，pH メー
タ
ー

な どを用

い る こ となく設定するように工夫する事が，極めて重要

である，

　図2e に示 して い る の は，標準的な方法で取得 した抽

出物の 電気泳動結果である．CCC 状態の プ ラ ス ミ ドで あ

るバ ン ド4の 下 に，不可逆 変性物が見 え る （バ ン ド5），

混在 して い る染色体 DNA の位置が，バ ン ド1で ある．

また，大量 の 小分子量 の RNA に相当するの が バ ン ド6

で ある，oc 　DNA は，バ ン ド3であり，ccc −dimer　DNA が，
バ ン ド2で ある，
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図2．プ ラス ミ ドDNA の ア ル カ リ処理お よ び，プ ラ ス ミ ドを

含む 細胞抽出液を電気泳動 した ア ガロ ー
ス ゲル．a ； 塩化 セ シ

ウム 超遠心法に よ り調製 した プ ラ ス ミ ドpBR322の 電気泳動結
果，b ：a の プ ラス ミ ドに対して，　 O．IN　NaOH で 5分間室温で処

理 したサ ン プル の 電気泳動結果，c ：bの 操作 に おい て，ア ル

カ リで 処理する前 に，Sl ヌ ク レ ア
ー

ゼ で 15分間処理 した サ ン

プ ル の 電気泳動結果，dlc の 操作 に お い て，ヌ ク レ ア
ーゼ処

理 時間を30分に した サ ン プル の 電気泳動結果．e ：プ ラ ス ミ ド

pBR322 を保持する Escherichia　 coli　 HB 正Olか らの ア ル カ リ

抽出サ ン プル の 電気泳動結果 （各 バ ン ドを明確 に 観察す るた

め に長時間泳動 してい る ）．バ ン ド1は，染色体DNA ，バ ン ド

2は，pBR322 の 2量体，バ ン ド3は，　pBR322 の oc，バ ン ド4 は，
pBR322 の ccc ，バ ン ド5は，　pBR322 の 不可逆変性状態（irreversibly
denatured　forrn），バ ン ド6は，小分子量 の RNA で あ る，

て い る．細胞 を回収 し，シ ョ 糖，界面活性剤 （Triton

X −100），EDTA を含む液に懸濁 し，リゾチ
ーム で処理

した後，沸騰水中に 40秒間つ け て染色体DNA を変性さ

せ，プラス ミ ドDNA を含む遠心上澄を回収する方法で

ある 7｝．操作は確か に極め て 簡単な の だが，純度 ・回収

率はあまり高 くない の で，や は りア ル カ リ抽出法を採用

してい る研究者が多い の が実状 で ある，

最後に

　ア ル カリ抽出法を中心に，プラス ミ ド抽出の原理につ

い て ，「今 さ ら」の よ うな説明をさせ て 頂い た．生物系

の 実験では ， 多 くの 操作がキ ッ ト化，マ ニ ュ ア ル化され，

便利にな っ て い る反面，背景や原理が分か らな い まま，

作業となっ て い る ケース は多い の で はない か ？　プ ラス

ミ ド抽出に限 らず，ふだん何気な く使 っ て い る キ ッ トや

マ ニ ュ ア ル の それぞれ の溶液や 実験操作に，どの ような

科学的な根拠がある の かに 目を向ける の は，最初に こ の

実験に 関わ っ た人達の苦労を理解する事に繋がるであろ

うし，トラブル が起こ っ た ときに，適切な対処がで きる

ようになるであろうし，何と言 っ ても科学に携わる者と

して，実験操作の意味につ い て考えるの は，当然の 態度

で はない だ ろ うか ？

　こ こ で紹介 した Bimboim とDoly らの論文に は，以下

の記載がある．

Arack 　holding　60　Eppendorf　tubes　speeds 　up 　handling

of　1arger　numbers 　of 　samples ．　 Several　 racks 　 can 　be

prepared　by　stacking 　5　sheets　of2mm −thck 　al  in  （or

other　metal ）and 　drilling　l　l　mm −dia．　holes　at　l　5　mm

spacing 　through　all　simultaneously ；the　edges 　of 　each

sheet 　are 　fblded　as　legs．

　 読めば分かるとお り，何 とご丁寧にチ ュ
ーブラ ッ クの

作 り方まで 説明して い る．30年前の 論文に見 つ けた，

どこ か心が和む記述 で もある，
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