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遺伝子組換え一組換えDNA技術一

実験の教材化
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Ⅰ はじめに

バイオテクノロジ】の最近の発展ほ，実にめざましいものがある。特に，遺伝子組換え一組換

えDNA技術一笑験ほ，すでに実用化の段階に達している。インターフェロン，インシュリン，

成長ホルモンなどの生産がその代表例である。それだけにとどまらず，この技術ほ，生物学の各

分野の実験に広く広用され，成果をあげている。そのようなトピックスほ，新聞やテレビ，雑誌

などにたびたび報導されるので組換DNA技術に対する生徒達の関心ほかなり高いものがある。

生徒達の関心ほ次のようなものである。技術の原理ほどうなっているのか，基本技術を理解する

ための実験ほできないのだろうか，また，安全性について問題にされているが，一体どのような

危険性があるのだろうかなどである。

筆者ほ，過去15年間，分子遺伝学の成果を高校生物の教材として利用するための実践的研究を

続けてきた。枯草菌（BacilllユSSubtilis）を用いた形質転換で「DNAが遺伝子の本体である」こ

とを実証する実験の教材化が最初の試みであった。ついで，で4ファージを用いて一段増殖，単個

菌からのファージ産生，亜硝酸処理によるr玉変異株の分離，シスートラソス相補性テスト，三点

交雑実験による遺伝子地図の作成などの教材化を続けてきた。これら一連の実験を背景に分子遺

伝学における遺伝子概念－ミュトン，レコソ，シストロソ，オベロンなどの歴史的発展過程み指

導を実践し，その成果を報告してきた。

このような指導実践の中で組換えDNA技術を指導するための設備ほ大体整備されていたので，

組換えDNA技術の，選択生物に導入する準備をほじめた。

筆者ほ幸いにも，東京大学応用微生物研究所の高橋秀夫氏からpBR322プラスミドとT4dC

ファージの分譲を受け，実験についての適切なアドバイスをも頂けた。

このように，プラスミドとファージの2種のベクターを材料に，制限酵素，リガーゼなどの酵

素を用いなくても，組換えDNA技術の基礎と危険防止のための安全対策がどのようにとられてい

るかの指導も可能と判断した。予備実験をほじめたのほ1985年1月上旬からである。約2カ月問

の予備実験をへて，2月下旬から3月上旬の選択生物の授業にこの実験を導入した。組換えDNA

技術の生徒実験の実態，実験結果とその考察，およびこの種の教材化の可否について検討し報告

する。組換えDNA技術を選択生物の授業に導入した初期の実践例として批判。検討を頂ければ

幸いである。

Ⅱ 選択生物における実験学習の計画
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1．選択生物の指導計画

筆者の学校の選択生物ほ，高2で履習させている。選択化学と選択生物のいずれかを選ばせて

いる。1984年ほ，化学138名，生物32名であった。週3時間（3単位），水曜日の4時限，木曜日

の5～6時限であった。

指導計画ほ次の通りで，主な実験，観察テーマのみを示した。

巨章句生態系の構造と機能
（1）草地の種構成の特徴（枠法による優占種の決定）。

（2）層別刈り取りによる生産構造図の作成。

嘩分子遺伝学
（1）微生物（枯草菌）の遺伝形質とその特徴。

（2）形質転換「DNAが遺伝子の本体である」ことを枯草菌を用いて実証する。

（3）DNA塩酸加水分解物のペー／く－クロマトによる塩基分析。A，で，G，Cのモル比を調べる。

（4）ファージの遺伝形質とその特徴。プラークの特徴とファージ増殖法について実験する。

（5）ファージの一段増殖。ファージのライフサイクルについて調べる。

（6）単個菌によるファージ産生。1個のファージが1個の大腸菌に感染して何個の子ファージ

を産生するか調べる実験。

［享章句
（1）突然変異の誘起。で4r＋にNaNO2処理をし，r‡変異株を分離し，その機構について考察す

る。

（2）シスートラソス相補性テスト。シストロソとほ何かを実験を通して指導する。

（3）ファージrⅡ変異株（∬1，∬2，∬3）の三点交雑による遺伝子地図の作成。 この実験に関連し

てレコソとほ何かを考察する。

（4）組換えDNA技術の基礎実験

① プラスミドベクターの形質転換

② ファージベクターの形質導入

2．実験班の構成と評価

生徒32名を名簿の順に6ケ班に分けた。班長ほ互選で選ばせた。実験が終るとその都度レポー

トを作成させ，そのレポートで各人の評価を行った。

Ⅲ 組換えDNA技術の指導計画

DNA運搬体（ベクター）の代表であるプラスミドとファージを用い，次の2種のテーマの実験

を計画した。

1．大腸菌プラスミドpBR322

次の5段階の実験からなる。

（1）pBR322の精製

（2）制限酵素によるDNAの特定部位の切断
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（3）ハイブリッド形成（リガーゼによる連結）

（4）形質転換による転換菌の選択

（5）組換えDNAの確認

この中で今回実施したのほ（1）と（4）で，（2），（3），（5）の実験ほ省略し講義だけにした。

2．T4dCファージ

実験ほ次の諸段階からなる。

（1）C600APrrecA，r‾m‾を増殖しT4dCAP∫を感染させ，T4dCAprを得る。

（2）T4dCAprをMClO61AP∫に感染させ，形質導入によりMClO61APrの選択。

ファージについてほ，（1）を筆者が準備し，（2）を生徒実験として実施した。

Ⅳ 大腸菌プラスミドpBR322の実験

細菌額の抗生物質などに対する薬剤耐性ほ，主として細菌内にある主染色体とほ別個に自律的に

増殖する分子量106～107ダルトンの環状二重ラセソDNA，プラスミドによるものである。プラ

スミドほ組換えDNA技術のベクターとして優れた特徴をもちよく利用されているので本実験に

用いた。この実験で用いた大腸菌の遺伝的特徴をTablelに，pBR322の遺伝子地図をyig・1に

示した。この実験のマーカーとして，アンピシリン（ampicillin，APと略記し，感受性菊ほAPミ

耐性菌ほAPrとし，感受性菌ほpBR322がない）耐性を用いた。

Tab暮el 大腸菌の遺伝形質

選択培地

大腸菌
A十＊1 A‾ 備 考

MClO61APざ＊2 ＋ pBR322なし，アンピ

シリソ感受性。

MClO61APデ＊2 ＋＊3 ＋ pBR322あり，アンピ
シリソ耐性。

C600AP∫ ＊2 ＋ pBR322なし，アンピ
シリソ感受性。

C600APr ＊2 ＋ 十 pBR322あり，アソピ
シリソ耐性。

＊1培地はアンピシリソを含を含み，A‾は含まない
＊2 いずれもrecA r‾m－

＊3
＋ほコロニー形成，【は形成せず

gcoRl〃f乃dltl

〃ムId11

P古土Ⅰ㍗pr

βd仇ⅠⅠ‡

うぶα王‡．
ノブf尤dII

Fig．1pBR322の遺伝子地図

（→ほ制限酵素の切断部位）

Fig2にpBR322を用いる形質転換の実験原理を示した。大腸菌ほ，一般に形質転換をしない

が，特殊な前処理と高濃度の塩化カルシウムのもとでDNAを加えると細胞膜を通過し形質転換
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をする。ここでほ，この塩化カルシウム法を用いている。すなわち，プラスミドのない菌ほAPぶ

であるが，形質転換した菌ほAPrで，これほアンピシリんを含んだ選択培地（Aつにコロニーを

形成できる。組換えDNA技術でpBR322に外来性DNAを組換えてお桝ま，A＋のコロニ叫ほ，

組換えDNAを保持している可能性ほ高い。組換えDNAを別な方法で確認すれば特定の遺伝子

を大量にクローニングできるし，その生産物であるインターフェロソあるいはホルモンなどを安価

に大量に，大腸菌などを用いて生産させることが可能である。

C600APr

主染色体

0

0 ⊂〉

○
く⊃

MClO61ApS

大舶き歯

DNA抽
山J

p王∋R322

DNA溶液

鵠

特殊揃処理

形質転換

CaCゼz法
⑳

⑳

⑳

⑳⑳A＋の培地

のコロニー

MClO61Apr

C〉 ○

C〉

pBR322

○

Fig2 pBR322の形質転換稟験の原理

2．実験方法 実験の手順をぎig3に図解で示す。

（1）pBR322プラスミッドDNAの準備

a．生菌の準備 綿

接．．．健

栓

諾筆⇒

蒜左㌔r－m－） 10怒ヂ（レbroth）
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琴安富
b．プラスミ

リ
ツ トDNAの準備

1．5m125％SLS l．5gNaCβ04

370C

30分

0．5g生蔚

リゾチーム10mg

Saline EDでAlOml

lSSC透析 一晩

↓
6。。。心

CHCg3

↓叫
10分 くタンパク変性）

転］
［喜コ

［plasmidDNA】

γ駈

Fig3 pBR322の形質転換の実験手順

（2）プラスミッドの受容菌としてMClO61APぶr‾m‾の準備

駈
0．5ml

〉

LBlOml

捨てる

1時間15分

LBlOml

SuSpend

370Cl晩

水冷

LBlOml

氷

0．2ml

菌の濃度

（OD O．2～0．3 660m／∠）

30分 撼
LB5m1

50mM CaCβ2（塩化カルシウム法）

m

恥㍉少1化
3

捨てる

水屑（プラスミドを含む）

変性タンパク質

CHCβ3

対数増殖期にする

1時間40分

水冷

SuSpend

〉すてる

3000rpm

寄越ヤ
LB O．5m1

50mM CaCゼ2

（以上ほ筆者が準備し，以下生徒実験）

（3）菌液を0．1mβずつ2本に分けⅠ，Ⅱとする。なおプラスミドDNA処理のときの条件を班
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によって若干変えた。

Ⅰ＋0．01mβ（10／∠β）DNA

丑＋0．01mゼ（10／上ゼ）LB

（4）氷冷30分

（5）LBlmβを加え370C30分

（6）L－bottomplatelO枚を準備する。

① シャ】レに記号をつける。
A＋‾‾

IlO‾j

（彰一

－…－ampicillin凌）り

一一－一笑験区・希釈

班

④ ampicillinO．1mβ分注（10mβのメスピペットで）

④ L－bottomを分注（約20mゼ）

（7）選択培地に，寒天重層法で植えつけpBR322プラスミドを取込んだ転換菌を選択する。

（Table2参照）

Tab暮e2 転換菌の選択

dil． 100 10‾1 10ペ
備 考

A十 A＋ A‾

Ⅰ cell十DNA
実 験 区

Ⅱ cell＋LB
対 照 区

Ⅲ DNAonly ／・／ 対 照 区

3．実験結果と考察

Table3に実験の結果を示した。

Table3プラスミドによる形質転換と転換率

班 1 2 3 4 5 6

粂－

件

1．受容菌 C600Ap∫r‾m‾ MClO61Ap∫rm‾

2．plasmid 10／∠β直接 LBで1／2dil． 10〟β直接 LBで1／2dil． 10／まβ準按LBで1／2dil．

3．培養時
のLB

LB＋50mMCaC12 LBonly

‡－100 696 75 401 8 37 57

1032 107 621 11 47 78

Ⅰ¶10－1 160 15 56 0 4 4

175 16 64 1 8 8

‡－100
0 0 0 0 0 0

Ⅲ¶10‾1
0 0 0 0 0 0

Ⅰ】10」；
．60

31 56 62 48 33

74 36 66 81 56 51

転換率（％） 0．0019 0．00037 0．00091 0．000010 0．000098 0．00015
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この転換率ほ，アガロースゲル電気泳動で精製したプラスミドを用いたのでほないのであるこ

と。生徒実験であるという2点から十分評価できるデータである。

結果の考察について生徒のレポートを引用する。

「条件のちがいから，0．0019％～0．00001％までの開きが出た。技術的巧拙を無視すれば，ほっ

きりと条件の違いからの転換率への影響が出たと思う。最も高い転換率を示したのが，1，3乱

すなわち，受容菌にC600Apざr－m‾，プラスミド10／上β直接，LB十50mMCac12である。これほ，

受容菌LBについて同じ条件で，プラスミドについて違えた2班に比べ，転換率が大きい（約3倍）

ことから，プラスミドについてほ10〃ゼ1／2希釈よりも転換がおこりやすいことを示していると思

う。また，5班と4班の比較でも同じことがいえる。次に，1，2，3放と4，5，6放との比較によっ

て，受容菌とLBの条件について考えてみる。明らかに，1，2，3班の方が，4，5，6班よりも転換

率が大きい。特にプラスミドについて同一条件である1，3班と5班を比べると，転換率が約10倍

の較差を示している。このことから，プラスミドを取り入れる際には，受容菌ほC600Apぶr‾m‾，

LBについてほLB＋50mMCaC12を用いるとよいことがわかる。しかし，どちらの要因がより，転

換に優利に働いたかほ，対照実験がないため，知ることができない。」

4．レポートに課したテーマ

4つの課題を与えたが，生徒は，あらかじめ配布された資料をよく読み，内容をよく消化してレ

ポートにまとめていた。（1），（3），（4）ほテーマのみを，（2）についてほ生徒のレポートの一部を紹介

する。

（1）組換えDNA技術でプラスミドを用いた利点を述べよ。

（2）危険防止のために取られる処置ほ何か。生徒のレポートの一部を引用する。

0室外に洩れることの危険性

プラスミドほ受容菌の中でクローン化し，細菌同士の接合でどんどん広まるし，受容菌

の増殖でもプラスミドをもつ菌ほ増える。そのため，一度プラスミドをもった菌を洩らす

と，それが自然界に広まってしまう。例えば，現在世界的に抗生物質が効かなくなってき

ているのほ，耐性を持ったプラスミド入りの菌を洩らしたためと考えられている。

○物理的封じ込め一研究室の設備

濾過装置etc

。生物的封じ込め一研究室内の特殊条件でほ生育できるが，室外の自然条件でほ生育でき

ないように受容菌の性質を変えておく。

DNA受容菌として用いられる殊に付与される性質
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recA・…‥主染色体との組み換えがおこらない。

r‾m‾
……制限酵素マイナス。すなわち，外来性のDNAが入っても

‘‘制限”がおこらない。（plasmidDNAが切断されない）

洗剤に感受性

高温に感受性

紫外線に感受性

ある栄養素がなけれは生育できない

実験上必要

組み換えDNA実験の受容菌に付与

ナリシソ抵抗性（Nalr）一特に∬1776に付与

……自然界に存在しないと考えられるNalrを与えることで追跡を楽にす

る。

ベクター（プラスミド）に必要な性質

非伝達性・…‥接合などをおこして，すすんで伝達するようなことほない。

△遺伝子工学というのほ，ある意味でも核以上に危険なので，より安全性を高めること

が望ましい。

（3）組換えDNA技術で次の酵素ほどんな役割を果しているか。打）制限酵素，（ロ）ターミナルト

ランスフエラーゼ，「うリガーゼ

（4）pBR322プラスミドを用いて特定の遺伝子（外来性DNA）が挿入されたことほどのよう

な実験で証明されるか。

V T4dCAprの形質導入実験

1．実験原理

ファージが菌に感染したとき，溶菌しないで特定の遺伝子を運ぶことによって菌の遺伝形質が

変化する現象が形質導入である。形質転換より，DNAを受容菌への持ち込むのが簡単である。

その上に，ファージDNAの精製が容易なのでクローニングが楽にできる利点がある。

原理を図解する。

（1）C600Aprr‾m‾にT。dCAp∫を感染させ，T4dCAp′を得る。

○
pBR322

一232一

脅曾

密軒
pBR322を含む

TddCAp′



（2）MClO61Apぶr‾m‾にT4dCAprを感染させpBR322の形質導入をほかる。

T4dCApr

⊂）
MClO61ApS

芸㌃→に主立
多数のMClO61Apr

（3）A十の選択培地でp王∋R322を導入したMClO61A〆の選択

pBR322の導入菌

1砂

◎

A十

370C

T首

pBR322の

導入なしの菌

Fig4 形質導入の原理

2．実験方法

実験の手順をぎig5に図解で示す。

（1）T4Ap∫からT4dCAprを調整する。

接種

LBlOml A十

C600Apr r‾m－

T4dCAがのプラーク

〃

ク

0

0 O

D

O

Singleplaque接種（クローン）

370C

上清

三業⇒

CHCβ3

う
6bour

J
㌢副1捲

OC

MClO61Aprのコロニー

㈹
A＋

0．2ml

pBR322

慧
M910ml A十

蛸
脚虻

pm

離

ふゃ卜収
遠

〓
悶
附
W

＼→」7

10‾9dilplaquecount‥‥‥8×1010／mg T4dCApr

（T4dCAp∫をかなり含む）

これを5．5×106dilしたもの 実験用
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（2）MClO61（受容菌）の準備

＝苛
oc

0，3mゼ

10mβ L3

MClO61ApS

スラソト

憶芋m虻
上清→すてる

MClO61

M99．Omβ

‡J‡

10mゼLB

実験用

〒竿⇒90′ 0Ⅰ〕0．2～0．3
菌の濃度の指標

Fig5 形質導入の実験手順

以上ほ筆者が準備し，以下ほ生徒実験である。

（3）L－plateの用意

Ap＋：Ap（0．1mβ）＋L－bottom 8枚

Ap‾ onlyL－bottom 4枚

（4）T4dCApγファージ1本とMClO61Apぶ0．9mβ2本（Ⅰ，Ⅱと記号する）を370C2分保温

（5）I MClO610．9mゼ＋T4dCAprO．1mβ‥…・l‥実験区

Ⅱ MClO610．9mβ＋M90．1mゼ
‥…‥‥対照区

（6）Ⅰ，Ⅱを370C7分保温

（7）Table4のようにplate

Table4 PBR322の形質導入薗の選択

Ap‾ Ap十

‡

100 2枚

10‾1 2枚

10」； 2枚

‡ 100 2枚

Ⅲ 100 2枚

Ⅰ‥・MClO61＋で4dCAp′

‡…MClO61十M9

Ⅲ…T4dCApronly：10‾4dil．したものを0．1mβずつ加える。

3．実験結果

Table5ほ各班の実験結果をまとめた。

ー234－



Table5 形質導入の実験結果

三虹
ユ、 a 3 4 5 6 備 考

Ⅰ

A十 185 168 142 58 169 14ユ
MClO61Ap∫＋で4dCApγ0 ユ86 176 190 196 199 ユ84

A十 14 16 且4 9 ユ2 6
10‾1 27 17 ヱ4 14 13 18

／′

A‾ 43 22 29 56 4ユ 24
／′

川ぺ 46 26 229 673 71 28

Ⅱ
A十

0
0，0 0，0 0，0 0，0 0，2 0，0 MClO61Apぶ＋M9

Ⅲ
A＋－

0
0，0 0，0 0，0 0，0 0，9 0，0 T4dCApronly

導入率 4．2×10ペ 4．0×10」ミ 1、2×ま0‾6 3．5×10‾7

3暮2×10ぺ6・2×10ぺ蔓
4．結果の考察

生徒実験の導入率ほ10‾6～10▼7であまり高くほない。しかし，筆者の予備実験のデータほ

5・5×10…5のオーダーである。その点カゝらみるとそれはど低くほなく，生徒実験の結果ほ実験成功

とみなしてよいであろう。Ⅲ～Ⅲは，一部の班を除桝ま0である。5班の‡の2個とⅢの9個の

コロニーほ，おそらく雑菌のコロニーであろう。

5．生徒のレポートの考察

生徒のレポートの中の実験結果の考察を引用する。導入率について興味ある討論をしている。

「さて，今回の実験の考察をしたいと思う。まず，Ⅲ，Ⅲの数値ほ0とする。そうすると，王と只

の比較からMC（受容菌）にAprを与えたのほ，M9中のある成分でほなく，T。dCAprであろうこと

がわかる。なぜなら，ⅡでほM9のみでほコロニーを生じなかったので，ⅠでAprを与えたのほ

M9でほなくそこに含まれるT4dCA〆であろうと推測が可能で，かつ自然だからだ。また，この

コロニーがT4dCApr自身によるものであるのでほ，という疑いに対して対照区として田がもうけ

られた。ここで，T4dCAprのみでまかれたものが，コロニーを生じなかった。つまりT4dCAprと

MCが一緒になって初めてコロニーをつくることがわかった。コロニーを生じるのほ，一般に大

腸菌の方なので，このコロニーほMCによるものと考えられる。すると，T。dCAprが感染またほ

他の磯構でAprという形質を与えた，ということがこの実験だけからわかる。そして，遺伝子の

本体がDNAであることを考慮に入れるならば，T4dCAprのDNAの全部もしくほ一部が，大腸

菌へプラスミドとして移されたのでほという仮説も成立する。（実際ほ，Apγ部分がplasmidらし

い）

次に，導入率である。これほ，予備実験のときの5．5×10－5と大きくかけほなれている。これほ，

一つにほ，手際の悪さが原因であろう。例えば，Ⅰの10一掘で41，71と大きくかけ離れているのも

おそらく0．1mβ分注する際のミスであろう。また，希釈が十分でなかったということも考えられ

る。しかし，一概にこれだけと決めるわけにほいかないと思う。というのほ，ここでいう導入率

が，あまり正確なものとほ言えないからだ。導入率ほ次の式で求められる。Ap十でのコロニー
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数／Ap‾でのコロニー数。Ap＋でのコロニー数というのほ，で4dCAprの感染をうけ，Åprの形質を

うけたものである。ここで，第二の疑問が出てくる。T4dCAprの感染をうけたもののうち，Apr

となった菌の割合が導入率というのでほないかという問題である。もし，そうだとすれば，m．0．

iによって単独感染が保証されているので，Ap＋でのコロニー数／ファージプラーク数とした方が正

確であるような気がする。また，もし，感染をうけてしまえばすべてが形質導入してしまうとする。

そうするとAp＋でのコロニー数／Ap‾でのコロニー数ほ，感染をうけた菌数／全体の菌数で，あま

り意味をもたない。（なぜなら，これは，形質導入の性質というよりも，ファージと大腸菌の濃

度差を表すもの）結局，この実験自体に，形質導入を見るためにほいいが，導入率を示すにほ，

不適といった性格をもっているのでほ？ この観点から見ると，約10倍の誤差も許容範囲内だと

思う。」

6．レポートに課した課題

（1）スファージの特徴ほ何か。

（2）形質導入とは何か。

（3）ファージベクターの特徴は何か（プラスミドに比較した）。

（4）外来性DNAの組み込みの確認法ほ何か。

いずれも，生徒に資料を印刷配布し，それを読んでまとめられるようにした。資料の内容はあ

らかじめ講義で指導したものである。

Ⅵ 組換えDNA技術の教材化の検討

1．制限酵素，連結酵素を用いないことの可否の検討

紐換えDNA技術の基本ほ，ベクターであるプラスミド，あるいほファージDNAに外来性の

DNAをyig6のようにリガーゼで切断し，粘性末端をつくることにある。ついでアニーリング

環状プラスミド

DNA分子

／hATT

1T入

謬

粘性末端をもつ

直線状プラスミド

DNA分子

→

制限好演

による切断

TT AA

A七三

アニーリソみ◆

ア
丁子AA

染色体DNAを同じ

制限酵素で切ってつくった
多緒のDNA断片の－小つ

→

DNAリガ」ゼ

iT

染色体DNA

を組みこんだ

プラスミドDNA分子

F妻96 絶換えDNA技術のポイント

で水素結合させる。最後にリガーゼを用いてリソ駿ジュスチノレ結合をほかる。このようにしてで

きたプラスミド，あるいほファージDNAを細菌などでクローニソグするという操作をする。

ところが，今回の実験でほ，制限酵素とリガーゼを用いる実験ほ実施しなかった。その理由ほ

次の通りである。
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（1）これらの酵素ほ，現状でほ高価で入手困難である。

（2）仮りに，酵素を用いたとしても，生徒実験でほできず，教師実験にとどまる。

（3）組換えDNA技術の原理方法ほ，これらの酵素を用いなくても指導できる。

特に最後の理由に関連していうならば，プラスミドあるいほファージDNAがどうしてベクタ

ーとしてよく利用されるのかを，理由をあげて説明することが重要と考える。また，制限酵素に

ついてほ，細菌の細胞の中での本来のもつ役割ほ何か，切断の機構と粘性末端の生ずる理由，お

よびアニーリングによるハイブリッド形成とその利用法の原理を指導することで生徒の興味を喚

起できると思う。もちろん，組換えDNA技術の実験を，全くしないで語義ですませることほ，

生徒の理解の面でほ大変困難であろう。

2．組換えDNA技術の教材化の可否

選択生物などで，この種の実験を教材として導入するにほ，一定の前提条件が必要であると考

える。

いきなり「組換えDNA技術N」に入るのでほ，生徒ほ理解するのに困難であろう。次の諸段階を

経て実施することが必要でほないかと考えている。

（1）細菌の遺伝形質を調べる実験

野生株と比較した栄養要求性変異株の遺伝形質を理解させる。コロニーの特徴を理解させ，定

量の方法を同時に学はせる。

（2）形質転換実験

「DNAが遺伝子の本体である」ことを実験を通して指導する。この実験系として枯草菌が最

もすぐれている。

（3）ファージの遺伝形質を調べる実験

野生殊に比較した突然変異株の遺伝形質ほ，指示菌に対してプラークを形成するか否かで区別

できることを指導する。コロニーと比較したプラークの特徴を理解させ定量の方法を学ばせる。

（4）ファージに関する諸実験

一段増殖，シスートラソス相補性テスト，組換え実験による遺伝子地図作成など，この中の実

験のいずれでもよいが実施して，ファージに対する理解がある程度ないと，形質導入の実験ほ生

徒にとって大変むずかしいものになるであろう。

このような諸実験を経験し，生徒が分子遺伝学にある程度の展望が得られてほじめて組換えD

NA技術の選択生物への導入が可能になるものと考えている。

Ⅶ 安全性について

組換えDNA技術の実験をすすめる上での安全対策についてほ，次の諸点に配慮した。

1．実験をすすめる上での安全対策

実験をすすめる中で，用いた菌液，器具，培地，廃液などは，すべてオートクレーブ，あるい

ほ乾熱滅菌をし，研究室の外に出ることのないように注意した。また，生徒に対して実験に用い

たC600recA，r－，m－，MClO61recAr‾，m‾，T4dCなどほ生物的封じこ捌こ十分配慮された安全
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性の高いものであることを指導した。

2．山般的安全対策について

組換えDNA技術に関する実験をする研究室ほ，物理的封じこめ（Pl～4）と生物的封じこめ

（Bl～2）により，外にもれないようにと，またもれた場合周辺に影響のないように，その遺伝

形質に配慮されていることを指導した。レポートの課題の1つに安全対策に関するテーマを出題

し，まとめさせた。生徒のレポートの一例を先に紹介した。

3．社会で問題にされている諸点

日本でほ，国立や民間の研究所が，人間にとって恐しい病原微生物，たとえば発がん遺伝子を

もった大腸菌などを研究室外にもらしてバイオハザードをおこす危険性があると不安をもつ地域住

民との間で十分なコンセンサスが得られていないなどの問題がある。また，先に紹介した生徒の

レポートにも書かれているように∴細菌兵器として研究されている危険性について多くの生徒が

その不安を訴えている。

Ⅷ おありに

綴換えDNA技術の成果ほ，現在の細胞生物学，分子遺伝学，医学の研究などをすすめる上で

の重要な研究手段として広く応用され，大きな成果をあげている。まもなく，高等学校生物の教

科書にも記載されるであろう。

多くの生物教師が，この技術ほ深い関心をもち，できたら実験を経験したいと希望されている

ものと推察している。そのような生物教師にこの報告が少しでも参考になれば率いである。

最後に，実践研究をすすめる上で必須な実験材料を提供して下さり，かつ，適切なご指導を下

された東京大学応用微生物研究所斉藤日向教授，ならびに高橋秀夫助教授に深く感謝いたしま

す。
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