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遺伝の指導に関する実践的研究

貝 沼 喜 兵

‡ はじめに

現代の生命科学の進歩ほ実にめぎましいものがある。遺伝子工学によるインシュリソ，成長ホ

ルモン，インターフェロソの製造，クローニング，細胞融合による新しい種の育成，試鉄管べ－

ピーなどがその典型例であろう。これらに対する倫理的批判ほ別として，生命科学の進歩ほまさ

に驚異的である。

これらの成果の大半ほ，1953年，WaもSOnとCrickによる，「DNAの二重ラセソ構造と複製の

しくみ」の提唱を契機にしている。そしてわずか30年たらずで遺伝子工学の実用化に到達したの

である。

このような生命科学の飛躍的な発展ほ当然ながら理科Ⅰの生物分野，および選択生物の指導内

容にも反映されている。特に後者の「遺伝子と形質発現」の単元が最もそれと関連性が高い。

この単元の指導のポイントは，図1の基本命題（セントラルドグマ）である。

20世紀後半の生物科学の得た生命の本質的な法則を示すものである。

はし
的製存保半夜

mRNA

転写 翻訳
タンパク質

図1 基本命題（セントラルドグマ）

これほ，また，

そこで，この単元を指導する上での，教師の課題ほ何であろうか。筆者は，それを，可能なか

ぎり工夫して実験を導入し，生徒に命題の本質をわかりやすく指導することであると考える。と

ころがこの単元での高校レベルにおける実験での実践例が極めて乏しく，大半の学校でほ講義だ

けで終っているようだ。したがって，この重要な法則も教師にとってほ指導しにくいし，生徒に

とってほ極めて難解なものになっているのが現状であろう。この障害を除去するにほ，なんとし

てでも適切な実験を工夫し，生徒の興味と理解の促進をほかる必要性がある。

このような観点から筆者ほ，ファ…ジrⅡ変異株の交配実験で遺伝子地図の作成を頂点とする

一連の実験系を生徒に指導する過程で，上述の基本命題をどのように理解させようとしたかを本
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論で実践的に明らかにしたい。また，遺伝子地図作成を目標としたファージ実験でほ，基本的命

題にふさわしい遺伝子概念の確立が，どのような実験を背景に提起されてきたのかを実証的に指

導しようとした経過も本論で明らかにするつもりである。

Ⅱ 指導計画

基本命題の実証的指導には，DNAを取り扱う基漆的な実験と，それを支える微生物遺伝学の

実験をすることが必要となる。いきなり生徒にファージの組みかえ実験にとりくませても，生徒

ほ混乱するだけで適切な効果をあげることほできない。基泰的な実験を積み上げ，最後にファー

ジの組みかえ実験にもっていくのがよい。筆者ほ次の計画で指導をすすめている。

選択の「生物Ⅱ」で，筆者ほ実験をA，Bの2項目に分けている。（）ほ指導時問である。

A 形質転換を中心とする実験

1．枯草菌（Bacillussubtilis）の遺伝形質を調べる実験（3時間）。

（1）実験のねらい

微生物の遺伝形質の特徴を知り，微生物の取り扱いの基漆を習得させる。

（2）実験の概要

B．subtilisW23（wild）とYsll（mutanも）を用い，選択培地で，栄養要求性突然変異株の遺伝形

質を，どのように区別するかを実験で指導する。Ⅵ7ildほ最小培地（M）にコロニーを形成できるが，

mutantほ，Mにアデニン，ロイシソ，アルギニソを加えないと生育できない。

すなわち，Ⅶ23αdβ†／βお＋，βrg＋，Ysllα∂β‾，J♂〟－，β㌢g｛である。実験ほ次のTablelを作成させる

ことにある。

この実験でほ，また，菌の定量方法

についても指導する。

2．形質転換（6時間）

（1）実験のねらい

DNAが遺伝子の容体であることを

Table．18．subtilisの遺伝形質

N M Adem Leu－ A帽〝 All

cel三言郡
W23 1（）1 122 89

‡

57 121 1．0×iO9

Ysll 0 0 0 0 47 4．7×108

実証させ，同時にDNAの化学的特性

について理解を深めさせる。この実験は次の3種の実験から構成されている。

（2）実験の構成

① W28生菌からDNAの抽出（2時間）

④ DNA塩酸加水分解物のペーパークロマトグラフィーによる塩基の定量分析で，A：T

＝G：C（C＋T：G＋A）ニ1：1であることを明らかにし，二重ラセソ構造の基凍を理解

させる（2時間）。

④ Ysllを前処理し，DNAを取り込める状態にし，W28DNAを処理し，対象実験で転換菌を

検出する。この実験結果ほTable2に示した。DNAが遺伝子の凍体であることを実証する
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実験としてほ，この実験が最も簡明である（2時間）。

8 ファ叩ジに関する実験

1．ファージの遺伝形質と増殖法（3

時間）

（1）実験のねらい

で4ファージr十（wild）とrII（muねnt）

を用いて遺伝形質を区別する方法を理

解させる。バクテリアのコロニ肘に対

するファージのプラーグの共通点と相

違点について理解させ，同時に増殖法

についても学ばせる。

Table．2 形質転換菌の検出

ぎ 肝l ま0〝2 備 考

呈 3296 2808 448 63＄ CPYsll＋W23DNA

‡首 0 0 崩 CPYs11＋DN亀Se W23DNA

m 0 0 ダ W23DNAonly

Ⅳ 0 0 炉 CPYsl10nly

Ade－の選択坊地

Ⅱは，DNA加水分解酵素で処理した

Ⅵ723DNAを加えたもの

（2）実験方法の概要と結果

（分遣伝的特徴と定量法

r十とrⅡの原液を与え，これを生徒に希釈させ，指示菌と共にス培地で一晩培養する。そ

の結果をTable3～4，ならびにpbo七01に示した。

Table．3 で4rⅢの遺伝形質

閉院言‾妄（Å）BS

T4r＋ パ→饗プラ仰ク 小型プラーク

r江
プラ仰ク形成

せず
r型プラーク

Table．4
ファれジの定量

ファージ糾柄
K12（Å） BS ファージ／mJ

T各㌔ 46 39 35 43 4．1×101i

でヰrⅡ 0
i

0 29 31 3．1×1011
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Photol ファージの遺伝形質

（ただし596ほr江，＋とほr－←のこと）

〟晩

接種

LBlO7托β
370C

選頭
BB卜一晩培養液）

④ ファージの増殖法

E．coliBB

スラソト

w…・晩培養液
0．3 況g

¢

l
中

整≡ヨ
LBlOmg

白金耳で1偶のプラークを

つついて接種する

2hrs

37¢C

4hrs

370C

慧5′1珍

対数増殖期

C壬iCla O，1椚g

製去
上清

15分

370C

濃度測定

ファー【ジ原液

図2 ファージ増殖法

（＊ LBとほL－broもbのこと）
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Table5 増殖ファージ濃度測定（10‾8）

指示菌

ファージ

K12（ス） BS ファージ／耽β

r十 55 95 65；85
l

7．5×1011

A205 0 0 61 68 6．5 ×1011

N55 0 0 21 31 2．6 ×1011

596 0 0 50 52 5．1×1011

638 0 0 77 86 8．2 ×1011

2．一段増殖（3時間）

（1）実験のねらい

ファージの生活環を理解させる。

（2）実験原理

ファージほ，図3に示したとおり，大腸菌に感染すると，ほじめにファージDNAを複製する。

ついでファージタンパク質を合成し，菌内に感染性の子ファージを形成する（暗黒期）。つぎにリ

ゾチームを合成し，細胞壁を溶解し子ファージを放出する（潜伏期）。

（ま） （2）

梱

（3）

碕

（趨）

碕

（5）

碕

lこ◆

▲i好

色

ヽ◎

図3 T4ファージ感染より溶菌までの形態的変化

〔Ⅶ．ち．W∞d，R．S，Edgar：おi・Am，1968p・155〕

（1）ファージ吸着およぴDNA放払（2）宿主菌DNAの崩壊およぴ

プァ〝ジDNAの複製，（3）ファージ構造たんばくの合成，（4ンァ

ージ純子完成，（5）新顔およぴファージ杓子の放出

（3）実験方法

大腸菌にファージを感染させ，一定時間ごとにサンプリングし，プラーク数を調べる（A系列）

ことで潜伏期を，このA系列にクロロフォルム（C壬iC偽）を加えて溶菌させ細胞中の子ファージを

放出させてプラークを調べ（B系列）暗黒期を求めることができる。この実験の結果ほTable6

と図4に示した。
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Taも1e．6 一段増殖法の結果

ゝ
Å 系 列 着 払 系 列

希釈 プラーク敬 ファージ／mJ 発駅 プラ一夕敬ファージ／mJ
i（分）

0 10‾さ 3ま呈 3．ま×101 王0一－ 1 1，OXま0’

L7
！0▼－ 3鳩5 豆．5×！Ol替が8 0

14 10‾一 3逮0
3．唾×ま0さ嘗ま0‾－

2ま 2．1×ま0●

121
ま0‾一 368 3，7×1が 10‾捗 13嶺 l．3X又0●

l

…25
l

10◆暮 32 3．2×101 10－1 185 ま．9×且が

30 10‾● 25 2．5〉くlが10－一 63 6．3×息0さ

45 10‾・一 8i 乳ま×和● 10‾‘ 137 l．4×息0’

60 10‾● 32l
3・2×iO，亀10一●

S48 5．4×息Or

ll）床

log

10丁

慈▲nV

O

息

l

仰ジ／mg

◎－－－－砂A系列

砂・…・心B系列

′dJ′

／－－－′－－－－－言

＿＿甘

昭 一い 量りIi5分

i抒 拭 昭一 25分

t！ミ均フ7叩ソiOO

▲点呼
！－7ハV 2！2 30 奄5 80づ

図4
一

段 増 殖

3．突然変異の誘起（3時間）

（1）実験のねらい

r＋からrⅡ（mutant）を分離する実験を通して遺伝研究と突然変異株の役割の重要性を理解させ，

mutonについて考察させる。

（2）実験原理と方法

r＋に酸性条件でNaNO2を処理すると，ファージDNAの塩基のアミノ基（－NH2）の一部ほ酸化

されて水酸基（－0王i）になる。これが，複製するとき，Aで→GC，GC一－Aでの変化をする。また，

これとは別に，DNA分子に1個あるいほ多数のヌクレオチド対の欠落を生じ致死作用を現わす。

このため，多様な変異株の生ずる中からrⅡを選択することができる。

NaNO2で処理したr＋をBSを指示菌として培養し，r型のプラークを拾う。これがrⅡかどう

かをチェックすればよい。この実験で新しいr召が得られたら，まずcis－tranS相補性testで変

異部位を同定し，ついで3変異株を用いた組みかえ実験で遺伝子地図を作成するオリジナルな実

験も可能で，生物部の実験，あるいほ生物玉，またほ選択生物の課題実険のテーマとして大変魅

力的である。この実験の結果についてほ省略する。

4．シスートラソス相補性テスト（3時間）

（1）実験のねらい

cistronについて理解させる。

（2）実験原理

ファージの遺伝形質として最もポピュラーなriIほ，K12り）を指示菌とする培地でほプラー
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クを形成せず，BSの指示菌でほr塑のプラークを形成する。この機構ほ，K12（j）では，増殖

するのに必要な初期タン′くク質を合成できないためである。このタンパク質ほ，四次元構造で2

偶のサブユニットからなり，A，Bの2領域からなる2本のポリペプチドに由来し，互いに相補

性がある。この研究は，S．Benzerによるもので，その原理は図5に示したとおりである。

（3）実験方法

実験の手順を図6に示し，結果をでable7とphoto2に示した。

野生聖 餐碍條l 密箆棒2

くi〉

くii）

〈iii〉

サ
暮IA lrll折

鶴
汀II∧

′ ＝H

ダ淘
縫 侵

餐興体1野生聖

脇
活 性

変異体l変異体2

不活性

∫l‡人
r ＝Iヰ

璃

不活性 不活性

密興俺2 野生饗

幽
縞 性

を粍終l密輿條3

〔過

変格総3

鮮
ー 不治絶

密鞄体3 野せ裂

遠退
柄 惟

密箆棒2 凌興終3

幽
活 性 活 性

図5 大腸菌K12殊におけるT4rⅡの相補性（S．Benzer：

ScientiぎicAmerican，206，70，1962に基づき改変）

① Aプレートに妃号をつける

壁塾

638 £1

596 こち

638 屯

596 屯
転迫

エl

596 こ払

（a K12（Å）とペースファー・ジタ分速すろ

ペースファージ 托12（人）

哲㌔㌔遠
③ 人トップを加えて衆面を分散回化きせる

？Åトンプ
ヒ：：三j

⑥トップファージをスポ′卜する

スポットした トンアブァージ

廷包
A205十638

A

638 エ‡

エ1

A205

亀認 ヱ1

596 あ

Åトップ

K12く入）

〈く一入ファージ

A205＋A205

A205＋ぷ．

A205＋ェ、

A205十596

図6 シス。トランステストの実験の手順
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Table7
cis－tranS相補性テストの結果

スポット

ベース

A205 N55 596 638 判 定

A205（A） ＋ A

N55（A） 十 Å

596（A） ＋ A

638（B） ＋ ＋ ＋ B

ただし，＋ほ溶菌し相補あり，－ほ相補性なし

Photo 2 Cis－t‡、anSteSも

撃，旦写ほそれぞれベースファージであることを示す

5．ファージの組みかえ実験（5時間）

（1）実験のねらい

rⅡ（ズ1，ズ2，∬8）の3変異株を用い，組みかえ実験により遺伝子地図を作成させ，reCOnに

ついて考察させる。

（2）実験原理

rIIズ1，ズ2，ズ3ほ，大腸菌BBの細胞中で増殖する。その際，複製するDNAほ互いに交さし

組みかえ体を生ずる。そのしくみを図7に示した。

ズ1

エ】

J2

エ2

I－‾‾‾‾‾‾

大腸菌B株

親 型

（jr；交ざ型）‡
図
7

混合感染による組みかえ体の形成
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このときの交さ率ほ，全ファージ（BSを指示菌とするプラーク数）に対する組みかえ型ファ

ージ（K12（ス）上でのプラーク数の2倍）で示される。

組みかえ率＝
組みかえファージ

全ファージ
×100

K12（ス）上のプラーク数×2

BS上のプラーク数
×100

∬1，ズ2，ズ8を次のように組み合わせその交さ率を求めた結果，もし，A（3％）＋B（2％）＝C（5

％）になれば，遺伝子地図ほ，図8のようになるほずである。ただし，ファージの混合ほ次のとお

りとする。

A（∬1×ズ2） B（ズ1×ズ3） C（ズ2×ズ8）

ズr3％＼ズ1／2％＼∬8

＼
5％ノ

図8 遺伝子地図

（3）準 備

① 2×108／肌βのE．coliBBの調整（図9）

（1）図9 2×108／椚gのBBの調整

0．3椚β

BBの叫晩培養液

1耽g磐
（2）遠心して培地の交換

訂

2hrs

監惑
10耶β LB

000rpm

5′

新しい10釈gLB

にけん濁する

（3）菌数のチェック

0．1配βずつ

臼

370C

軒上清すてる

0．伽βずつ分注し宿主菌とする。

0．1椚βずつ

」T－

9．9況β生食

10‾6に希釈してコロニーを測定する

－141－
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㊥ 混合ファージの調整

m11tant（原液の濃度）

ズ1（6．5×1011）

∬2（2．6×1011）

ズ8（5．1×1011）

原液

0．0釦乙g …ケ

0．23打乙g →

0．127花g →

LBに希釈（1．O松見ずつ等量混合）

3訊g

3況g ≡A（∬1×∬2）B（ズ1×ズ3）

3耽g ∠‾‘‘‘－－‘－－－－－－－－－一一C（ズ2×ズ3）

図10 混合ファージの調整法

なお，混合する前に予定どおり2×1010／駅gになっているかどうかを10‾7に希釈してプラ

ークを調べておく。

④ 培地などの準備

スボトム35枚，ストップ100駅β（三角フラスコ入り），LBl伽gl漆，LB9．9耽g3永，LB

9．Omg3太，メスピペット（1伽g3永，1．0訊g5本，0．2〝王β25本），指示菌（K12（ス），BS），温

度計，ビーカー（500mβ）など。

（3）実級の方法

① 宿主菌A，B，C（2×108／配g…0．9況g入り），ファージ混合液（A，B，C），希釈液などを

370C2分間保温する。

（彰宿主菌に混合ファージを感染させ5分間保温する。

④10‾3に希釈して60分間培養する。

④ c王iCg3を0．1m旦ずつ加え15分間保温，、溶菌させファージを放出させる。ここまでを図11

にまとめた。

㊥ 培養液を希釈し，プラーク数の調査の方法を図12に，結果をTable旦～担に示した。

混合ファージ

A

臼
0．1〃‡β

宿主菌（0．9椚g）

A

8

銘

0．1胡g

0．1mg

5分間

370C

5分間

370C

5分間

370C

9．9凋gLB 9．0椚♂LB

諺0‘1椚β
0．1爪g

追0●1椚g

10冊2

B

1．0爪g

1．0
ガiβ

10h3

仙g白
10‾2 10－3

60分

370C

C王iC偽0．1椚g
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図12 プラーク数詞査（Aのみ，B，Cほこれと同じ）

希釈し，ス培地でプラーク数を調べる

（4）実験結果とその分析

Table8 プラーク数調査

0．1爪gずつ

A

10‾4

BS
0．9釈g

生食

A

lO…8

K12

A

1㌻ヰ

BS

混合ファージの区別

希釈度

指示菌

＼ 区 別 指示菌 iO‾2 10‾8 10‾4 ファ叩ジ／mβ

A
全 フ ァ

叩 ジ BS 1008；1248
】

250 214 2．32×107

組みかえファージ K12

l

60ユ；610
‡

l

52；71 6．2 ×105

B
全 フ ァ

ー ジ BS 1688 676 203 250 2．3 ×107

組．みかえファージ K12

‡

1108：1436
l

115 120 1．2 ×106

C
全 フ ァ

ー ジ BS 1120 1296 262 224 2．4 ×107

組みかえファージ K12

l

1176；1468
l

l

160；180
l

1．7 ×108

Table9 接種親ファージ

指 示 菌
ファージ／耽β 喜×肝4

K12 8 S

ズ1 0 72 82 7．7 ×109 3．85×105

∬2 0 41 77 5．9 ×109 3．0 ×105

∬3 0 99 124 11．2 ×109 5．5 ×105

TablelO 宿主菌数

10006 Cells／肌g 言×灯3
E．coliB8 11 16 13，5×108 1．2×105
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データの分析

実験結果の分析で重要なのほ，mOiともursもsizeである。mOiとほmultiplicity ofinfection

（多重感染）の頭文字であり，bursもsizeとほ1個の大腸菌当りの増殖ファージ数で，いずれも

この実験の根幹であり，mOiほ5前後，btlrStS主zeほ100のオーダーであればよいであろう。

（カ moi

3．85×105
∬1＝

ズ2＝

∬8＝

1．2×105

3．0×105

1．2×105

5．5×105

1．2×105

二 3．2

＝2．5

＝4．6

大体2．5～4．6で妥当である。

（彰 burstsize

A ＝

B ＝

C ＝

2．32×107

1．2×105

2．3×107

1．2×105

2．4×107

1．2×105

ニ190

＝190

＝ 200

これも190～200で適切な値である。

（彰組みかえ率

A ＝

B ＝

C ＝

6．2×105×2

2．32×107

1．2×106×2

2．3×107

1．7×106×2

2．4×107

④ 遺伝子地図

×100＝ 5．3％

×100＝10．4％

×100＝14．2％

／5・3％、／／10・4タ石「、＼
∬2 ズ1 ∬3

＼
14．2％〆

図13 遺伝子地図

5．3＋10．4＝15．7で14．2より大きいが，多交さを考慮すればまずほ許容し得る範囲であろ

う。
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（5）生徒実験の結果

生徒実験での値ほかなり多様で，交さ率ほ，必ずしもA＋B＝Cとほならず，AニB＋Cにな

つたり，8＝Å＋Cになったりもする。しかし，生徒ほ実験の原理方法を十分に理解でき，reC。n

について考察することが可能となる。また，実験を反覆すれば技術が向上し，適切な結果を出す

自信がついてくる。

Ⅲ 考 察

筆者は本論で，図1の基本命題を実験を中心に指導する一連の指導計画とその実践例，および

結果の概要を示した。筆者ほ，この指導をほじめてすでに13年を経過している。この実験指導を

受けた卒業生が，分子遺伝学に興味をもち，微生物遺伝学，生化学，薬学あるいは医学などの大

学院に在学し，あるいほ研究者として第一線で活躍しているのが多数おり，また，その道を進も

うとしているのもかなりいる。

基本命題の理解についてほ，何よりも形質転換の実験が基容となる。DNAが遺伝子の本体であ

ることを，枯草菌の栄養要求性変異株を用いて実証する実験がポイントになる。DNAのⅩ線回折

像と塩基分析のデータの考察をしながら二重ラセン構造のモデルが提唱されてきたのである。

また，DNAを構成する塩基ほ4穫，タンパク質を構成するアミノ酸ほ20穫である。このこと

の理論的考察からトリプレットコードソが提起され，それが実験的に証明されてきたことの指導

が，次のポイントになる。

（1）ファージ実験の検討

一連のファージ実験の指導のポイントほ何か。それほ次のようなことでほなかろうか。

① 分子遺伝学の研究材料としてのファージのすぐれた特徴を知り，基本命題の理解を促進さ

せることができる。それほファhジの遺伝形質，増殖のしくみ，各種実験の原理と方法を学

ぶことで達成される。

④ 実験の指導者ほ実験を計画し，それに基づいて生徒に実験をすすめさせ，データを得る。

それを分析させ，一定の法則性を導びき出す活動を通じて生徒に科学する喜びを体験させる

ことができるであろう。

（彰 分子遺伝学の遺伝子概念の理解

その本質的理解の段階であるcisもOn，mu七On，reCOnなどに修正されていく根拠を生徒に

実験を通して指導することができる。

科学の発展が実験により修正され，それに関連した新しい分野を切り開いていく過程を生

き生きと指導できるところにある。

古典遺伝学の遺伝子概念ほ，J．G．Mendelによって提起され，T‡i．Morganらによって

発展させられた。この時代は，遺伝子の化学的実体は不明であったが，Morganらほ，遺伝

子を形質発現の，突然変異の，組みかえの単位とし，それ以上分割できない究極の単位と定

義した。
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1950年代，遺伝子の本体ほDNAで，二重ラセソ構造し，半保存的複製をし，タン／くク質

合成を通じて形質発現をコソトロールすることが解明された。この時代に，S．BenzerほT4

ファージrⅡを用いて実験的にcis七ron，mutOn，reCOnの概念を提起し，基本命題にふさわ

しい遺伝子概念を提起した。実験指導のポイントほ，この遺伝子概念をBenzerの用いた実

験を通して指導し，生徒にちenzerと同じような興奮を体験させるところにある。

（2）ファージ実験の問題点

（カ実験技術の習得

まずほじめに教師自身が，ファージ実験の基海技術を一体どのようにして習得できるかと

いう問題である。日常的に多忙な教師にそのような時間的余裕があるだろうかという問題で

もある。

このことほ，夏休みなどを利用し県単位，あるいぼ地区単位に実験講習会を開き普及をほ

かる方法で解決できないだろうか。

桓）実験設備

この実験をすすめるために必要な設備と磯器ほ，オートクレーブ，乾熟滅菌器，恒温器，

遠心分離器，冷蔵庫などである。これらの設備ほ高校理科教室での現段階でほ大した障害に

ほならないであろう。

（彰実験材料

○ ファージと大腸菌など，大学理学部生物物理あるいほ生化学教室でほどこでも保存して

いるであろう。

○ メスピペットとシャーし，生徒実験の段階でほ相当量必要だが，指導する教師自身の技

術の向上にあわせて少しずつそろえていくとよいであろう。

④ 指導時間

筆者ほ，この実験指導に，2学期の後半から3学期いっぱいかけている。時間がかかりす

ぎ，他の単元とのつり合いが問題だという批判もあろう。しかし，幅広くやるよりも，教師

が最も得意とする分野で生徒に生命科学の基本をみっちり指導する方が生徒の興味と理解を

促進する面でより効果的であるという考えもある。
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