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エ チジ ウム ブロ マ イ ドの簡単明瞭な処理方法

藤原　信明
＊ ・ 増井 　昭彦

　先に，食品副産物で ある
“
オカラ

”
が電気泳動で用 い ら

れる染料 coomassie 　brilliant　blue（CBB ）を非常によ く

吸着し，この 特性を活か せ ば染色廃液が脱色液 とし て再

利 用 で き る こ とを紹介 した 1）．そ の後 　こ の 材料が 遺伝

子工 学実験で多用され る エ チ ジウム ブ ロ マ イ ド （EtBr，

図 1）や，変異処理で使われ るアク リジ ン オ レ ン ジ （AO ，

図2）を迅速に吸着する こ とがわ か っ た 2）．EtBr は強 い 変

異原性を示 す こ とか ら CBB よ りも処理 の 必要性が 高い

の で，今回 はその事例 を紹介する．

EtBr処理の 現状

　遺伝子工 学実験 マ ニ ュ ア ル に は，EtBrの取扱注意 とと

もに使用後の処理 も併せて記載されて い る．その処理の

基本原則は，EtBrが変異原性を示 す こ とか ら，環境 へ の

影響に配慮して河川な ど に排出 しない こ と で ある，EtBr

の諸性質につ い て は，製品安全データ シートを参照され

た い 3）．EtBrの処理 は，　Molecular　Cloning　4）に種 々 の方

法が詳 しく紹介され て い る．処理 キ ッ トもい くつ か商 品

化さ れ て お り，主 に活性炭や樹脂 を用 い て の 吸着で，形

態はカラム や バ ッ グな どで ある 5＞．なお ，EtBrの 処理 と

して，古 くは次亜塩 素酸 （bleach）で処理する方法が記載

され て い たが．よ り危険な化合物に変わる との報告 もあ

り6・7），今で は推奨され て い な い 4，8・9）．

オ カラによる EtBr の吸着処理

　オ カ ラに よ る EtBr 吸着の経時変化を図 3に示す，活性

炭や樹脂よ りもはるか に早 く吸着で き，その挙勤は CBB

吸着の場合よ りさら に顕著であ っ た 10）．また，AO も同
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図 1．エ チ ジ ウムブロ マ イ ド （EしBr）の 構造
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図 2．ア ク リジ ン オ レ ン ジ （AO ） の 構造

様に迅速に吸着された，

　オ カラを用 い た EtBr処理 で さ らに長所 と考えられ る

の は，吸着限界の見極め の容易さで ある．EtBr 溶液は薄

い 赤色 で ある の で，黒色の活性炭や 褐色の樹脂 で は 吸着

状況を把握する こ とは難しい ．また，処理液の色か らも，

吸光度が0．05以下 にな ると着色 の 有無を 目視で判断す る

の は困難iで ある．そ こ で市販品で は吸着の終点が確認で

き る よ う に 工 夫さ れて い る．た と え ば，シ ス テ ム の最終

ライン に 自色 の吸着材 （樹脂）が別途組み込まれ て い て ，

過負荷でカラムを通過した EtBrが確認できる．一方，オ

カラ の場合はそれ 自身が 白色なの で EtBr の 吸着は明確

で あり，特に確認のため の指標樹脂は必要 とはしない ．

EtBr 吸着処理 の 実際

　実際の EtBr 吸着処理 で あ るが，　 CBB の 場合 と同様に

適当なカラ ム に 吸着材 を詰め て EtBr を含む廃液を流せ

ば EtBrはオカラ に吸着される．ただ し，　 EtBrは変異原

性があ る の で，処理中は もち ろ ん吸着後 もそ の取 り扱 い

に は十 分な注意が必要 で あ る，処理後 の 扱 い が安全 で 容

易な方法 として，こ こ で はディ ス ポーザル の プラス チ ッ

ク製注射器を利用 した EtBr 処理を紹介する．用い る の は

市販の ディ ス ポ シ リン ジ の筒 （内径 28mm ，容量 50・ml ，

＠約 150円）である，シ リン ジには容量 の 目盛りが つ い

て い る の で 流速を測る の に便利で ある．EtBr染色バ ッ ト
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図3．EtBr吸着の 経時変化．100　m1 容の 三 角フ ラス コ に EtBr 水

溶液 膿 度 8．8mgtl ）30　ml を入 れ，これ に吸着材 として オ カ ラ

（市販 品 を凍結乾燥），活性炭 （和 光純薬工 業製，顆粒状），樹脂

（Dcstainjngbags，　Con しincntal　Laboratory　Pr。ducts社製，＠ 720
円） をそ れ ぞ れ 0．3gtt 入 して，25°C で 1時間振 と う　（100往復〆

分） した．ろ過後 　275nm に お け る吸 光度 を測定 し，初期 濃 度

との 比較か ら吸着率を求めた．対照 と して ，EtBr 溶液を入れずに

同様の 実験を 行い，吸 光度を補正 した，
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の容量 は 100〜200ml であるので，処理時間節約のた め

に は もう少 し大 き な容量 が 欲 し い が，市販 さ れ て い る の

は今の とこ ろ これが 最大の よ うで ある．以下に手順 を示

すが，要はカラムク ロ マ トの 準備と同じである．

1）先端部 に シ リコ ン チ ュ
ーブを接続し，ビン チ コ ッ ク

　 （ホ フ マ ン 型）を つ け る，

2）筒の 底部に フ ィ ル タ ーとして厚手の フ ェ ル トや不織

　 布 （直径28mm ＞を敷 く．目が粗 い 場合 No．2，　No．5A，

　 NQ ，526などろ過速度の大きい ろ紙を上に重ねて敷 く

　 とよ い ，

3）乾燥オカラ 2g を詰め る．

4）上層 に観賞魚水槽用 ポ リエ ス テル （PE） ろ過綿を詰

　 め る．

5）蒸留水を徐 々 に加えて オカラを水和させる．（コ ッ ク

　 は閉めてお く）

6）蒸留水 を約 20m1 流 して洗浄す る，

7） ピ ン チ コ ッ ク を調節 して 流速 15ml ！min で EtBr 廃液 を

　 流す，（液は事前に ビーカ ーなどに移 して お く）

（補足説明）
・乾燥オカラ 2g が吸水 する と 10〜 15　ml とな る．オカ

　ラの粗 さによ り容積は変わ るので，こ の容量 を 目処 に

　詰め る．
・2g程度であれば カラム の中で吸水 ・膨潤させ て もよ

　い ．そ の方が きれ い に詰ま り，吸着は確実とな る．
・水を

一度に 加 える と気泡が入 るの で，徐 々 に 加える．
・詰ま り具合が

一
様で な い と廃液が短絡して通過する 可

　能性が あ る．その場合は中止 す る．詰ま り具合は EtBr

　の染着状況か らわか る．

　オカラに EtBrが吸着 した状態 を図4 に 示す．吸着実験

は，染色 に通常用 い る EtBr濃 度 0、5 μg！ml で 200　ml を 1

回の処理量 として行 っ た．EtBrはカラム最上部の オカ ラ

に 結合して 緊密な赤色の バ ン ドとして観察される，こ の

こ とはオカラ の 吸着力が非常に強 い こ とを示 して い る．

今回の 系では，10 回処理 （合計 2　1）後 も吸着能力に余力

がある （図 4 右）．なお，塩濃度 が高 くな ると若干吸着能

力は低下する の で ，塩濃度が高い 使い古した EtBr廃液を

処理する場合は，吸着バ ン ドの 状況を確認しなが ら処理

を行っ た方がよい ．なお，吸着処理全般に 言える こ とで

ある が，吸着の進行は染着バ ン ドで確認で きるが，最終

的な判断は流下液の 蛍光を確認する 必要がある．今回の

系で は，処理 ごとの 流 下液に つ い て 枯草菌 DNA を等量

混合 して蛍光の 有無 を確認 したが，10回処理後も蛍光 は

認

躍 凝 麟 繋 謙 瓢茜旛 は吸

着材の表面 に 微生物が生育する可能性もある の で，処理液

はペ ッ トボトル に 1 ♂程度貯めて
一度に処理するか，ある

い は処理ごとに交換する な ど，
一
度限りの使用を薦める．

　吸着後 オカラは EtBrが高濃度 に集積 された状態 に あ
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図4．オ カ ラへ の EtBr 吸着 （左，　 l　l処埋後 ；右，21処理後）．内

径2．8cm の デ ィ ス ポ シ リン ジ に乾燥 オカ ラ2g を詰 めて水和 の 後，
EtBr液 〔O．5 μgJml）を流 した 、1回 の 処理 量 は 200　ml で，流速 は

15　mllmin で あ る，

図 5，処 理液 の蛍光の観察 EtBr，　EtBr液 （0．5μg！mD ；DW ，蒸

留水 ；数字は 処 理 回数を表す、蛍 光は 10 μ1の 流 下液 と等 量 の 枯

草菌 DNA を混合，312nm の 紫外光を照射 して 観察した．

る の で，その取 り扱い に は注意が必要で ある．カラ ム の

注射筒にプラン ジ ャ
ーを挿 し押 し込めば，これらを完全

に 閉じ込め る こ とがで きる．EtBr は 262°C で分解され る

が，EtBrが 吸着した オ カ ラ は 医療廃棄物の 取 り扱 い 業者

に処分を依頼するなど，確実に焼却ある い は高温に よ っ

て処理 され るル
ー

トで廃棄する．
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