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〔Ⅰ〕はじめに

微生物遺伝学を基盤に発展した分子遺伝学ほ，1953年，ⅦatsontCrickの二重ラセソモデルな

らびに複製のそデルの提唱をきっか桝こ飛躍的に発展した。

その成果ほ，レッシソグ（DNA二重ラセソの秘乳みすず書店）によれば，次のように評価

されている0「DNAほその化学的単位のさまざまの配列のうちに，地球上の生きている細胞や

生物の繁殖や生長を支離する遺伝情報をもっていることを示しました。遺伝情報ほ，生命の主要

構造と調節機構を形づくるたくさんのたんばく質の成分と形を規定することによって生長を支配

していますoJDNAは，現在でほ，多細胞生物における細胞の分化神経原における，学習や

記憶の関連についても研究さjl，生体を構成する高分子の槙能が実に合理的にその構造と関連し

ていることを明らかにした。

生物学にとって実に革命的なこの成果を可能にした，生命の研究に対する考え方ならびに研究

方法ほ何んであったのだろうか。それほ従来の研究方法とどんな点において区別されるのだろう

か。

従来の生物学の研究方法ほ，レッシソグを引用するならば「・‥‥・外部から生命を研究するにと

どまり，その内部機能を外にあらわれる多くの現象から言及するにかぎられ‥…・したがって基本

原理がなく個々の現象の羅列が多かった。」これに対して，分子遺伝学ほ，生命を構成する高分

子，例えば，DNA，RNAおよびたんばく質などを直接取り出し，化学者が，ピルビン酸やNADと

などの小さな分子を取り扱うのと同じような確かな手法で，その構造から棟能，すなわち遺伝情

報を解析しようとした。すなわち，分子遺伝学，広くほ生物物理学の確立があをヂられよう。

生物学に研究方法上で革命的な変化をさせたのは物理学の影響をうけた生物学老ならびに生物

学に興味をもった物理学老が大きな役割を果しているといわれている。

例えば，二重ラセソモデル確立に貢献したCrick，トリップレットコードのGamov，シスト

ロソの概念を確立したBenzerなどの著名な学者はいずれも物理学専攻であった。これらの研究

者達ほ，生体を構成する高分子を物理化学的に解析し，その構造からこれらのもつ遺伝情報を定

量的に取り扱う方法を確立した。

研究方法における革新性と成果の素晴らしさほ，当然高校の生物の学習内容をも序々に変化き

せつつある。現時ノ如こおいては，分子遺伝学の指導の是非を論じている段階ではなく，どのよう

なテーマについて，どんな方法で指導するかについて研究する段階であろう。

そこで，分子遺伝学の指導においては，その成果を単なる知識として解説するだけでなく，前

述のような立場で研究方法の変革，すなわち，分子遺伝学とは何かを明らかにする必要がある。

それにほ，実験を通して実証的に指導するのが最も効果的である。

そこで，筆者は，トランスフォーメーショソの実験を高校の遺伝学習に導入し，上記の目的を

達成しようとした。理由は，DNAが遺伝子の本体であることを実証し，1Ⅳatson－Crickの二重ラ

センの提唱にも一役果した歴史的な実験であることと，ならびに，現在でもこの実験は，DNA

の生物活性を直接測定する唯一の方法であるからである。

トランスフォーメーショソを用いて，生物学の研究に革命的成果をもたらした研究方法とその

成果の指導を同時に行なえると考えた。

この報告は，筆者が担当する高校2年生全員を対象にして，1969年6月－7月にかシナて指導し

た実践である。なお，1969年夏，日本生物教育会仙台大会において一部を報告していることを付

記する。
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くⅡ〕実践研究の計画と目標

遺伝学習をどう指導するか。その中で，分子追伝学の指導ほどのように伝置づけられるか。特

に分子遺伝学の実験を通して実証的に指導するにほ，どのような実験をどう指導するか，その際

の指導理念ほ何か，などを明らかにするのが実践研究のねらいである。

1．実践研究の目標

この実践研究の目的ほ次の3点である。

（1）遺伝学の発展を歴史的に取扱うことを通して科学がどのように発展するかを理解させるこ

とが可能かどうか。

（2）DNAが遺伝子の寒体であることを分子遺伝学の立場で実証的に指導するにはどんな実験

をどのように指導したらよいか。

（3）遺伝情報の発現については，どのようなテーマをどう指導したらよいか。

（1）－（3）の中で，特に今回ほ（2）に重点を置いて，分子遺伝学の確立の中心課題であった「DNA

が遺伝子の本体であることを実証的に指導するにほどうしたらよいか」という課題に対して，ト

ランスフォーメMションの実験を実施することで解決しようとした。この実験をどのような考え

方で指導したか。実際の指導ほどうであったか。その中でどのような成果と問題点があったかを

明らかにしたい。

2．遺伝学習の指導目標ならびに計画

遺伝学習の指導目標とその計画を次のようにたてた。

（1）指導目標科

① 科学的思考力

Ⅰ遺伝学の発展を歴史的に体系づけることにより，遥伝学を発展させた契較と原動力な

らびに科学の発展における研究方法の変革とその成果について考察させる。

Ⅱ DNAが遺伝子の本体であることを実証する生徒実験を通して科学の研究の基本を知

り，かつDN】Aの働きをその構造と関連づけて考察させる。

⑧ 実験技術

Ⅰ バクテリアの取り扱いができる。

Ⅱ トランスフォーメーショソの実験ができる。

④ 知識・理解

I Mendelの法則を中心として生物の遺伝現象を知る。

Ⅱ 染色体に遺伝子が座を占めている根拠と染色体地図作成の方法を知る。

Ⅲ BeadleとTatunのアカ／くンカビによるonegene－OneenZyme説ならびにLederberg

とTatumの大腸菌の接合の発見ほ，分子遺伝学の基盛琵となったことを理解する。

Ⅳ Ⅵratson－CrickのDNAの二重ラセソ構造ならびに複製のモデルの提唱は分子遺伝学

を飛躍させる契機になったことを知る。

V DNAがどのようにしてたんばく質を合成するかについて理解する。

（2）指導計画

① 遺伝学の歴史 2時間 スライド利用

⑧ Mendelの法則 2時間 プリント。スライド利用

⑧ 染色体地図 2時間 だ腺染色体の観察

④ バクテリアの遺伝形質と選択培地ならびにバクテリアの有性生殖

2時間 実験 0。H。P利用
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①トランスフォーメーションの実験

⑥ 分子遺伝学 4時間

3．指導対象生徒

10時間（試験体中）

スライド，0。H。P

付属の高等学校2年生全員（168名）を実験対象にする。なお男子校であるので女子生徒はいな

い。

生徒の理科の指導ほ次のようになっている。

1年生 生物（2単位）

2年生 生物（2単位）

3年生 物理（2単位）

生徒の能九 特に理解力は著しく高い。

化学（4単位）

物理（3単位）

地学（2単位）

知能検査の寮妄たぎ果は2／3は優以上で，残りの1／3が上

の中叫上の段階である。

4．実践研究の計画（方針と経過）

実践研究の中心課題ほ分子遺伝学を実験を通して実証的に指導すること，その中で生徒に科学

の方法を学ばせることにある。ほじめからトランスフォーメーショソを明確に意識していたわけ

でほなかったが，東京大学農学部農芸化学科今堀和友教授の研究室で研究を続ける中で，トラン

スフォーメーションがいろいろな面で高校の分子遺伝学指導の実験テーマとして適切であるとい

う結論に達した。そこで，（1）－（4）の段階に実践研究を行なう方針で準胎を進めた。

（1）実験技術の習得とその簡便化

トランスフォーメーションの実験技術ほ，東京大学応用微生物研究所の斎藤i二】向先生から直

凝結導して掛、た。筆者の考逆を と懇切なご指導をして下さった。なお，

この実験に使用したBacillus subtilis；Ⅶ－23；YSllは斎藤先生から分譲されたものである。

大学の研究室で行なわれている方法は，高価な機械器具をノ削、ているのでそれをそのまま高

校に導入することは不可能である。そこでこ凍てを設備や予算の少ない高校に導入を前提にして

簡便化のための研究をほじめた。ここでの主削勺は，高価な設備をノラ恥、なくてもよい方法，高

価な輸入薬品を国産のものに置きかえることが可能かどうかについてであった。なお，生徒実

験を考慮して実験方法の改良をも行なった。

これ等の実験ほ1968宰8月－1969牢1月にかけて行ない，その成果ほ雑誌「遺伝」裳華房

（1969年2月－3月）に発表した。

〈2）生物部の活動

生徒実験の段階では，各学級に1－2名，実際のリーダーがいた方が，実験を円滑に進行さ

せる上にも，生徒の討論を科学的に行なぁせる上にも役立ち，重要な役割を果させることがで

きる。更に，生徒実験の段階でほ，生物部員ほ，実験の準備，生徒の助言者として極めて遺棄

な役割を果たす。このような各種の目的と，部員の中にトランスフォーメーショソを部活動の

テーマにすることの要求が強かったので，この実験を1968年9月から開始し，11月の文化祭に

ほその成果として大腸菌の接合とトランスフォーメーショソの実験の結果などを発表した。一

応の実験技術を習得した部員ほ，部活動の一環として，生徒実験を対象とする簡便化などの基

礎的研究を行なって成果を上レザた。このようにして，本実践研究でほ，実験の準備，生徒への

助言，実験指導の補助などで大きな役割を果したことを特筆しておきたい。

（3）第1回実践研究

筆者の1人重松健三ほ，担当する学級の中の1学級に対してトランスフォーメーショソの実

験を中心とする実践研究を実施して成果を上げた。

この中で，43名という生徒集団に対して微生物実験は，クラブなどの小人数の場合と非常に
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遣った困難点があることを明らかにした。その最も大きな点は，雑菌の混入であった。つい

で，生徒ほ，個々の実験の意図を十分理解しないで，教師のいうまま機械的に操作するという

点があった。その他，技術的に細かい点の改善について非常に示唆に富む実践研究であった。

雑菌の混入を防ぐ改良法として軟寒天重層法を用い，雑菌の混入の機会を少なく不馴れな生

徒実験に効果的な方法であることを示した。

生徒の実験に対する受動的な，主体性のない態度に対してほ，あらかじめ，トランスフーメ

ーショソの実験の意義を考察させ，W23（Ⅵrild），Ysll（m11tant）を用いて，生徒自身新し

い実験に取り組むのだという気概をもたせるように指導した。その他，この段階の研究で，一

切を生徒に行なわせる必要ほなく，生徒に前後の関連性を十分つける指導を行なえば，時間が

相当短縮できる見通しも得られた。なおこの成果は，本校の研究紀要に発表の予定である。

（4）第2回実践研究

実践研究の計画ならびに指導目標に明らかなように，この実践研究にほ次のねらいがあった。

（分遣伝学の発達が歴史的に把握され，分子遺伝学もその中で位置づけられていること。

① 実際に対して，主体的に取り組み，実験を通して，科学の方法が把捉さjlるように指導

すること。

⑨ バクテリアの遺伝形質の区別ができ，トラソスフォーメーショソほ，大腸菌の接合と同

じように一種の有性生硬と理解されること。

④ 学年全体を対象とする実験の場合にどんな指導上の問題があるか。

上記の①－④の課題を解決するために次のように計画をたてて準備した。
準

① 遺伝学の歴史について。

スライドを用いて，Mendel遺伝学から分子遺伝学まで，遺伝学という科学が大きく飛躍

した転換ノ如こ重点を置いて指導した。

⑧ 実際に対して主体的に取り組む。

実際に先だって，次にかかをずるレポートを提出させ，トランスフォーメーショソに対する

理解と，Bacillussubtilis を用いてのトランスフォーメーショソのオリジナルな実験計画を

立てさせ，実験に対する主体的取り組みを期待した。（付録資料1）

① 取り扱う常に対する理解とバクテリアが遺伝学の研究材料として用いられる根拠に対す

る理解の促進。

B．sut）tilis（Ⅵr23YSll）Eschericia coli（HfrC，AB1450）を材料として選択培地上に

生育したコロニーを観察させて，遺伝形質の区別を把捉させ，その上でバクテリアなどの有

性生瀬，トランスフォーメ巾ショソ。トランスダクショソなどについてその実験の原理と意

義について指導した。

④ トランスフォーメ叩ショソの実験

担当する学級の生徒全部にトランスフォーメーショソの実験を実施するように計画した。

その時の生徒への連絡に用いたプリントを付録資料に示した。

〔Ⅱ〕指導の方法とその結果

遺伝学習指導全体の中で，「遺伝学の歴史的把捉」と「DNAの遺伝情報の発現」の指導内容

は省略し，バクテリアを用いての分子遺伝学の実証的指導に焦点を絞って指導の方法と結果につ

いて述べる。

今回の実験は次の通りであった。

1．バクテリアの遺伝形質と選択培地
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2．B・Subtilisを用いてのトランスフォーメーショソの実験

（1）B・SubtilまsW23（wild）からDNAの抽出ならびに構成塩基の検札

（2）YSll（mlユねnt）にⅦ23DNAを処理し，選択培地で転換菌を得る。

これらの実験について，㈲ 指導の方法，（功 指導準備，（C）生徒の活動とその結果，に分け

て報告する。

1．バクテリアの遺伝形質と選択培地

トランスフォーメーションの実験に先だって，この実験を行なう目的は実験で取り扱う菌の追

伝形質を明確にしておくこと。バクテリアが遺伝学の研究材料として非常に優れた特徴をもって

いること，ならびにトランスフォーメーションほ，大腸菌の接合，ファージによるトランスダク

ショソと同様に一種の有性生殖であることを理解すること，くかつ，バクテリアの取り扱ト、になれ

ることなどであった。

拗 指導の方法

この実験ほ，生徒に培地の調整，菌のぬりつけなどを行なぁせたのでなく，あらかじめ準備

し，コロニーの生じたプレートを観察させ，結果を班で討論させる方法をとった。

① 指導時問 2時間

⑧ 生徒の組織：1学級42名，7人1班，6班編成

（む指導の実態

指導とその経過ほ次の通りであった。

Ⅰ 導入 遺伝学ほ，同種問の形質の異なる個体同志で雑種をつくる研究からはじめら

れた。現在，分子遺伝学を築いた主役は，バクテリアならびにファージである。これらの

新教鋳でなければ見分けることのできない生物の遺伝形質は一体どのようにして区別する

のが。また，これらほ一体有性生殖をさせることが可能なのかどうかを明らかにするのが

この時問のねらいである。

Ⅱ 展開

ア 生徒に1枚のプリントと各種のプレートと試薬を配布する。

イ オーバーヘッドプロジェクター（0。‡i。P）で，このプレートほどのよう調整にし

たかを説明する。

り 生徒にプレートのコロニーを観察させた結果をプリ／トに記入させ，「結果の考察」

をさせる。（付録資料3）

ェ 生徒に班で1通の報告書（結果ならびに考察を記入したもの）を提出させた。

オ バクテリアの遺伝形質に対する概念が現在のように発展してきた過程を明らかにす

る。0。H。P利用。

カ バクテリアの遺伝形質の区別，糖の発酵性，必須代謝物合成能力，抗菌性物質に対

する抵抗性，ファージなどに対する抵抗性など多様であることの説明。（実験との関

連性）

キ バクテリアの突然変異性，／ミクテリテほ，Aナ→A‾などの自然の生ずる突然変異ほ

10‾6－10づである。これらほ，選択培地によって選択可能で，ここにバクテリアが遺

伝研究材料として優れた特徴の一つがあることの説明。（0。H。P利用）

ク バクテリアの有性生殖LederもergとTatumの実験を中心に，大腸菌の接合，トラ

ンスダクショソ，枯草菌のトランスフォーメーショソなどについて説明。（0。H。P

利用）

Ⅱ 整理と評価
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（B）指導の準備

上記拙の実験観察の指導に当って準備するものほ下の通りである。

① プレート（各班計16ヰ丸1学級総計96枚，破損を見込み1枚づつ余分に調整。）

⑧ プリント（付録資料3）

（参 0。H。Pの原稿作成

以下①の概要について述べる。

（カ ブレートの準備

プレート調整の具体的な実験方法についてほ，貝沼1）の方法によったので細部については

省略する。

B．sul）tilisW23，YSllのAde－，Leu‾，Arg‾，Allの各プレートほ，1学級の観察ごと

に作りかえるのでほ，シャーレの個数の整備ならびに培地の準備に大変であるし，その必要

性もない。50Cの冷蔵庫に貯蔵しておけば夏でも3…5日間ほ貯蔵可能である。冬期ほ，室

内に放置しておいても暖房のない部屋なら3－5日ほ生徒の観察に使用できる。

ただし，プリントのNPP（パラニトロフユニールホスフィート）をしみこませたロ紙をコ

ロニーに押しつける方法ほ，もし，コロニーが，アルカリ性ホスファターゼを合成しておれ

ば黄変するので，その都度新しく培地を作って培養する。この培地の調整法ほ，Garen と

Levinthal2）によった。色の変化があざやかに出るので著しく生徒の興味を換起した。

（C）生徒の活動とその結果

プレートに生じたコロニーを実際に肉眼で観察するのほほじめての生徒が多かった。生徒の姿

中にほハンカチを喰わえて恐る恐るのぞきこむのもいる。そこで，大腸菌も枯草菌も，全く

無害なバクテリアであることを説明してやると彼らの不安は解消された。

各種のプレートに生じたり，生じなかったりするコロニーの観察を通して，生徒はバクテ

リアの遺伝形質ほ，選択培地で区別できることを容易に理解した。また，アルカリ性ホスフ

ァクーゼの形成の有無ほ，NPPをしみこませたロ紙をコロニーに密着させることで黄変す

るしないで数秒の内に判定できるのでバクテリアの遺伝形質の純粋性とその変化の早さに驚

いた。この観察ほ，後半の分子遺伝学の指導のフィードバック阻害，すなわちたんばく質合

成の調節機構の指導の重要な実験事実になる。

E．coliのHfrC（谷）AB1450（♀）ほバクテリアの有性生殖，すなわち接合に用いる蔚

であるが，HfrCがストレプトマイシソの培地に生じたコロニーも貴重な観察テーマであっ

た。生徒ほ，これが，自然に生じた突然変異と仲々気づかなかった。大半ほ雑菌の混入とい

うことで片づけていた。

この観察の結果は生徒の提出したプリント報告書の一部を参考にかかげておく。（付録資

料4）

2．B．8恨も七ilis を用いてのトランスフォーメーションの実験

この実験を行なうねらいは，実験に主体的に参加することを通して科学の方法を体得すること

にある。すなわち，課題を明確にし，解決のための仮説をたてる。仮説を実証するための実験を

行なう。結果に基づいて仮説を再検討し，次の仮説を立てる。生徒に少しでもこの科学における

探究の方法を経験させる。それを通して，DNAが遺伝子の本体であることを実証するにある。

なお，DNAの抽出確認，構成塩基の検出など，今後の分子遺伝学指導の重要な実験内容となる。，

これらの目的を達成するた捌こ，実験の前に生徒にレポートの提出を求めた。従来の実験班は

7名1班であったが，レポート作成の時だ桝ま，3m4名（すなわち1班を3人と4人）に分け

て作成させた。評価基準ほ下の基準によった。すなわち実験計鰍こいろいろな検討を加えている．
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か否かを判断の基準にした。最もすぐれたレポート（100点に評価），出来の悪いレポート（65点

に評価）を付録資料5に示した。この時の全体のレポートは48通でその時の評価の観点は次の通

りであった。 なお，次のプリントほ生徒に評価して渡したものである。

Reportの評価について

次の観点からreportを評価した。

1．Avery らの実験について

（1）実験を正確に理解しているか。

（2）実験のもつ意味をどう評価しているか。

2．Transformationについて

（1）Originalな実験計画を立てているか。

（2）計画が科学的に検討されているか。

（3）各種の問題に疑問を出し，それについて積極的な討論をしているか。

評 価

組 班 班員

なお，repOrtほ発表用の資料にするために当分教官が保管する。

評 価 100点

95ク

90ク

85ノク

80ク

75ク

70ク

65ク

通

ク

ク

ク

ク

ク

ク

ク

1

3

2

2

0

9

0

2

2

1

（B）指導の準備

生徒実験に当ってどのような準備が必要かについてほ，①－①に分けて述べる。

① W23からDNAの抽出

Ⅰ Ⅵr23生菌の準備，各班0．3ダの生菌を用いるので，実験の前に1学級1．8ダをスター

ラー方式で増殖させ，遠心法によって集菌し，冷蔵庫に貯蔵しておいたものを使用した。

Ⅱ 試薬，Saline EDTA，25％SLS，○リゾチーム，過塩素酸ソーダ，○クロロホルム，

イソアミルアルコール，○エタノール，SSC（透析用），01／10SSC，010SSC，○透析

チューブ

なお，○印をつけたのは，各班に容器に入れたり，薬包紙に包むなどしてあらかじめ配

布したもの。∴他ほ，教卓に常置し，必要な時だけ生徒にとりこにさせた。なお試薬ほ実験

に先だって調整しておいた。

トランスフォーメーショソの実験は非常に時間がかかり，かつ，断続実験なので正規の

授業の中に導入するには，工夫が必要である。今回は，試験休みを利用して行なった。体

育クラブの合宿のために参加できない生徒が各クラス2－3人あった。

（1）実験の期日と時間（資料2参照）

（2）生徒の組織（7人 1班1学級6班 男子のみ）

（3）実験の概要
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次の①～①小実験に分かれている。

①1V23wildからDNAを抽出する。

⑧ YSll（mutant）をcp．（competent，バクテリアが外来性のDNAを取り込め

る状態）にする。

⑧ cp．になったYSllにW23DNAを与えて処理する。

④ Ade‾，Leu‾，Arg叫，A11などの選択培地を調整し，転換菌を選択する。

⑥ ①に関連し，抽出したDNAの加水分解とペーパークロマトによる構成塩基の検

出を行なう。

これらの実験のうち，⑧ほ，教師が準備し，①の実験は，教師のデモ実験にし，生徒は

暗室の中で塩基の観察調査を行なった。

前後3日間にわたる実験の配分は下のようであった。

第1日：W23生菌よりDNAの抽出・DNAの加水分解とペーパークロマクトの展開。

第2日：Cp．YSlに第1日目に抽出したW23のDNAを処理し，選択堵地を調整し，

これにぬりつける。ベトパークロマトグラムより塩基の検出。

第3日：転換菌の検出と結果についての討論。実験のあとかたづけ。

仏）指導の方法

第1日から第3日の実験まで含めて，指導の方法ほ共通していた。

実験開始に先立って，トランスホーメーショソの概要について説明し，ついでその日にの実

験の経過を0。H。Pとプリントを併用して説明を行なう。

あらかじめ，当番生徒によって配布しておいた材料器具などで実験を行なうが，新しい実験

のたびごとに指示し，あるいほ必要に応じて，生物部の生徒の浜示をも併用した。

実験の都度，ポイントについては生徒に考察を行なわせ，その日の最後に提出させた。実験

の方法についてほ生徒にプリントにして配付した。（付録資料6＜Exp，No，1－No，4＞）

Ⅱ ガラス器具 100椚g三角フラスコ1個，駒込ピペット（2椚ト3タ乃g）3本，10∽J

メスピペット1本，1∽gメスピペット，1本，ガラス棒2本，500プ乃gビーカー1個，温

度計1本，遠心分離用遠沈管50プ形g容1本。

Ⅳ 器具 370C，600C の温疹準備のためのもの，鉄製三脚，アスベスト付金網，試験

管たて。

Ⅴ 共通器具 遠心分離器1台，冷蔵庫，スターラー，大型三角フラスコ。

′⑧ YSllをCPにする。

YSllのスラソトから，100グ乃gのL－brotbに接種し，一晩培養し（15時間），15∽JCI

medi11mの入った100プ邦gの三角フラスコに0．3椚g接種し，4時間，恒温器（370C）の中

でスターラーで培養したものを，307乃JのC】Imediumに移す。これで1．5時間培養した。

1学級当り CP YSl130仇gがあればこの時は十分であった。

準備するもの

I YSll スラソト，滅菌したL・brot壬l，CImedium，CⅡmedium。

Ⅱ 器具 オートクレーブ，遠心分離撥，スターラー，恒温器，乾熱殺菌器。

Ⅱ ガラス器具 100〝子J三角フラスコ，3本，滅菌メスピペット10プ邦g5本，1〝子g3

本，0．2椚g4本。

（む C‡）YSllにDNAを処理する。

CPになったYSllを滅菌した綿栓つき試験管に1椚Jずつ分注し，透析の終ったDNA

を加えて60分処理するのである。
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この場合，透析の終ったDNAにはかなりの雑菌が入っているので，クロロホルムを懸瀞

させることが必要である。

Ⅰ滅菌した綿栓つき試験管3本，滅菌した小試験管2本，滅菌駒込ピペット1本，滅菌

メスピペット10∽J，0．2桝J，各1本。

Ⅱ DNAの熱変性用 1000Cの沸とう水の準備，水冷用の水。

Ⅱ クロロホルム

④ 選択培地の調整とぬりつけ

各班，Ade▼，Leu‾，Arg‾，各10枚，Al16枚のプレートを調整する。

Ⅰ ガラス器具 シャーレ36枚，ピペット，いずれも滅菌ずみのもの107邦J3本，1∽g8

本，0．2〝まg5本，小試験管10本。

丑 試薬・培地 アデニン，ロイシン，アルギニソの各溶液5プ刀g程，最小培地（36枚に

足りるよう1gの三角フラスコに入れて滅菌して渡す），ぬりつけ用の軟寒天液（200タ乃Jの

三角フラスコに100∽gはど入れ450Cにして用いる），菌液を希釈するminimal（200∽gのさ

三角に100才乃gほど入れて渡す）。

Ⅱ 器具 鉄製三脚，アスベスト付金網。ビーカー（450Cの温宙をつくって軟寒天を一

凝固しないように保つ），試験管たて，マジック，輪ゴム，アルミホイル，温度計。

Ⅳ 共通用具 オートクレーブ，恒温器，乾熱殺菌器，冷蔵庫など。

なお，ここで大量に必要な，最小培地，アデニンなどの有機物，軟寒天，菌を希釈する

minimal（最小培地からブドウ糖と寒天を除いた）などほ，一括滅菌し，滅菌しておいた三

角フラスコに分注して配布するとよい。最小培地は，1gの三角フラスコに700グ乃g必要な

ので，それぞれ滅菌する。性能のよいオートクレーブがないと，この実験ほ出来にくい。

（釘 DNAの加水分解と構成塩基の検出

乾燥した粉末状のDNAをガラス封管中で塩髄加水分解し，これをロ紙に吸着させ，純粋

な塩基と対応させて，イソプロ／リール塩敢の溶媒で展開するのである。

ペーパークロマトグラムの検出ほ，乾燥したp紙に暗室の中でマナスルライトを照射し

て，塩基の所在を鉛筆で印をつけ検出した。

Ⅰ ガラス封管 ガラス毛細管，クロマト用展開シリンダー。

Ⅱ 6N塩酸，イソプロ／リール，アデニン，グアニン，シトシソ，チミン，ウルシルルα

Ⅱ クロマト用口紅，マナスルライト，ヤスリ。

（C）生徒の活動と結果

生徒の実験活動ほ大体順調に行なわれ，大きなミスほなかった。

実験に先立って，0。H。Pで概要の説明があり，ついで，実験指針用のプリントをみながら・

実験を進行させ，重要な実験ほ，生物部の生徒あるいは教師の演示が終ってから行なったの

で，大きなミスは生じなかった。

実験の中で，生徒を感激あるいは興奮させたのほ，DNAのガラス棒での巻き取りと DNA

を処理したCP YSllを選択培地にぬりつける時と，最後の転換菌の測定の時であった。

実験の結果について概要をのべる。

DNAの抽出，構成塩基の検出，CP YSllにDNAの処理，菌のぬりつけなど生徒側に実

験のミスはなかった。ところが，最終的に転換菌の検出において，前半の2学級ほ大半が転換

歯がみられず失敗，後半の2学級は完全に成功であった。この原因は，最小培地調整の際のな

んらかの必要成分の不足であるらしい。

次に14項目の課題について生徒に考えさせた結果をまとめてみると次の通りであった。この
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目的は漠然と教師にいわれた通り機械的に実験をするのでなく，個々の操作の意味を考え，主

体的に実験に参加させようとすることにあった。

（1）浴菌すると粘性がどう変化するか。その理由ほ何か。

① 時間がたつと共に粘性が増してくる。

菌の中に含まれていたProteinが，菌の挟が破られることによって出てきたのだ。

⑧ 細胞内の高分子が外へでたから粘性が増加した。

⑧ 粘性がでてくる。理由ほ，紳胸壁が破壊されて粘性をもった細胞内物質がとけでてく

るからである。

などの解答が多かった。

（む粘性がつよくなる。DNAがでてきたから。

抽出の目的であるDNAとの関連性を指摘しているものほ割合に少ない。

（2）2－（3）において，600C以上に温度を上をヂない理由ほ何か。

① DNAの変性する温度に達してしまわないように，しかもPrteinがじゅうぷんに変

性するように。

⑧ 高温でほDNAが破壊されるから。

（釘 DNAの二重ラセソがほずjlるから。

実験の際に，DNAの活性の低下をしないように，各班抽出したDNAを用いてトランスフ

ォーメーショソを行なう。注意深く抽出しないと活性が低下することの注意は徹底してい

た。

（3）冷エタノール沈澱でCrude DNAほガラス棒で巻きとれる。この理由ほDNAがゲル

状でかつセンイ状のものとなってあらわれたから。

（4）最後の透析する理由ほ何か。

DNAの存在する液中の不純物（低分子の）を取り除くためである。

（DNAほ半透膜を通らない）

（5）Rf値の算出

移 勒 距 離
Rf値

guanine

adenine

CytOSine

uracil

4 （：耕

6．4

8．5

‡ 12．1

thymine ∃ 15
書

4 （：〟£

6

8．2

11．6

15

呂：……毒
0・46 ≧
0．65 喜

0・83 ∃
（6）封管中でhydrolysisする理由は何か。

加水分解するのほ，構成成分にわけるため（DNAがバラバラにわかれる），封管中でやる

のほ，空気があると加水分解がうまく行なわれないから。

封管中で行なうのほ懐の蒸発を防いで，髄化を防く小という正答が割合に少なかった。

（7）展開に先立って溶媒蒸気に飽和させる理由ほ。

抄 条件を一定にするため（開始時と終了時の）

① 展開中に溶媒が蒸発してしまい展開ができなくなる。

この考察ほ生徒にとって非常に困難であったらしい。図書館で参考書を調べ，条件を一定に

した場合，Rf値で物質の同定をするための基本条件ということを生徒に討論の過程でださせ

るのほ無理な注文か。不明とした班もあった。

－
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（8）crudeDNA中にUracilが検出されるが，こたほ何故か。DNA中にはUracilはない

筈だが。

Crude DNAだから，まだ純粋でなくRNAが含まれているため。

ここでほ，どの班も正しい結論を出していた。

（9）DNA中のA，T，G，Cの構成比を調べるにほどらしたらよいか。

① ペ巾パークロマイトグラフィ一によって定量する。

（軌烹から適当な溶媒で抽出して吸光光度などで（簡単な方法）面積で比べる。）

⑧ 切りとって観でとかし，沈澱などで定量する。

④ 定量分析をする。マナスルライトをあて紫外線の吸光量を測定する。

④ ベーパークロマトグラフィーを定量的に行ない，ロ紙を切りとってそれをとかし，そ

の紫外線の吸収量を調べる。

定量的に測定しようという努力のあとがわかるが，定量分析の方法について知識と経験のな

い生徒でほこの程度でも仕方があるまい。

8穆 DNAが遺伝情報を荷うためにほ，4種のbaseが20種のa，aをcode－うーるた捌こは，

A，T，G，Cがどのような組み合わせになることが必要かを考えよ。

① 2つの組み合わせ 16通り

3 ク 64 ノク

4 ク 256ク

ゆえに，3つの組み合わせが1つのa，a，を決定する。

⑧ 4種のものを組み合せて20以上になるようにする。

4種のものから1つずつ取り出すと 4通り

ク 2つずつ ク 16ク

ク 3つずつ ク 64ク

ク 4つずつ ク 256ク

（む 4種のうち3個があればcodeできるゆえに64の組合せが可能である。

生徒ほ筆者の紹介したⅥratson象「遺伝子の分子生物学」を読んでいるものが30％近くも

いるので，この程度の知識はもっている。

（11）transformationのexperimertで，Ⅰ－Ⅳの実験区（資料6（p．46）参照）を設けたヨ理由

は何か。

① Ⅱを設けた理由は，DNAが熱によってこわれる（少なくともtransformation）はで

きなくなる）事を示した。

Ⅱ 突然変異がおこったりした時に判別できる（数の多さから）。

Ⅳ DNAだけでほ生育できない。もしくはW23が混入していないか。

対照実験があって始めてtransformationが確認される。

⑧ Ⅰ，ⅢによりW23DNAを入れたことによって形質転換を証明し，しかもⅣでDNA

だけではだめであり，また，ⅡによってDNAが正常でない（熱変性）にも役に立たない

ことを見るため。

（む Ⅱでほ熱変性による失活を実験する。Ⅱ，Ⅳで，Ysll，DNAが単独でほコロニーを

つくらないが，Ⅰで混合してコロニーをつくることによってDNAが遺伝形質を支配する

本体であることを証明する。

どの班も，比較実験区を設けてデータを解析する意味を理解している。

（1讃CP（competent）とは菌がどのような状態にある暗か。

…
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① 普通の状態ではDNAをうけつけないが，CPほDNAをうけつけやすくなった状

態。

① 菌の結婚適令期（DNAを取りこめる様な状態になる）。対数増殖が終った時。

① DNAをとりこむことが可能な時期で，表層構造変化や生理条件の推移がみられる。

CP．という菌の生理的な変化について，理解している。中にほ，専門書を読んでいるもの、

もある。

（13）熱変性するとDNAほその構造ほどうなるか。

① 転換率が極めて低くなったことから，DNAの遺伝形質をになう能力が失われたこと

ほ明らかである。発きモを加えることにより，水素結合がきれ，さらに鎖が分解して暗号を伝

える能力を失ったと考えられる。

① 活性ほ著しく減少するが，わずかに残る。1本鎖構造に変る。水素結合が切れる。

（釘 バラバラにこわれる（水素結合がほずれる）。

熱変性すると水素結合が切れて1本鎖になるという知識ほ，本からのもの。

（1戯この実験において，DNAがbacteriaの遺伝形質を支配する遺伝子の本体であると結論

できるか。

（む まず，結論から言うと，この実験が成功した場合，これだけでほつまり，DNAによ

り形質転換現象が起きるということだけでほ，DNAがbacteriaの遺伝形質を支配する遺

伝子の本体であるとほ言えないと思う。なぜならば，DNAほそれ自身が直接遺伝形質を

荷うのでほなく，その作用，働きを媒介する助けとなる働きをしているのかもしれないか

らである。この実験でほこの点がほっきりしないのでほないだろうか。したがって，DNA

がbacteriaの遺伝形質を支配する遺伝子の本体であることが証明されたのは，その他もろ

もろの（このことほ前のレポートに書いた），Gri氏tbから Avery‥・・・・などの人々によっ

てだと思う。（研究の総合的結論だと思うの意）

⑧ この実験だけでほDNAが gene の本体であるとほ結論できないと思う。なぜなら

DN－Aをふくむものが遺伝情報をもっていることはわかるが，それがDN－A以外のもので

ある可能性がある。DNAが完全にとりだせなくてほナ ほっきりしない。

㊥ 今回の実験により，われわれほ少なくともDNAほB．suもtilisのアミノ髄製造につ

いての遺伝形質を伝えるという事がわかったのである。その意味でならば，DNAはgene

の本体である。

このように，実証できるという結論とできないというのと2通りで，前者が非常に多かっ

た。

前者の根拠ほ，加えたDNAほ不純でRNA，ならびにたんばく質が完全に取り降かれてい

ないことと，DNAが，どんな仕組みでたんばく質（酵素）を合成するかについて理解してい

ないためである。

後者の根拠ほ，分子遺伝学について理解があり，相対的にDNAが，遺伝子の本体と結論で

きるとしているのと，単純に結論したものとの2通りあるようだ。

⑥ 最終的な転換蔚の検出の結果を示す。前述のように1－2組の結果ほ培地調整のミスで

転換宙ほ出なかった。

以下にかかげるものほ3－4組の結果である。転換率ほ4組1班のものだけを示す。
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．3組の測定結果
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4組1班の転換率

Ade‾＝
220＋560

＝3．9×105
2

L打＝90＋80山＝8．5×104
2

Arg－＝336ナ！隻9＝2．4×105
2

ー喜二¶話語＝7・0×灯4
音譜＝15・7×灯4

そ諾▼＝0・43×灯5
A11＝（105）‥“5担±卓99“＝5．6×108／mg（生菌総数）

2

〔Ⅳ〕考 察

この実践研究ほ3つの目的をもっていた。

（1）遺伝学の発展を歴史的に取り扱うことを通して，科学がどのように発展するかを理解き

せることが可能でないだろうか。

（2）DNAがさ 本体であることを分子遺伝学の立場で実証的に指導するにほ，どのよ

うな実験でどうしたらよいか。

（3）遺伝情報の発現についてほ，どう指導したらよいか。

（1）の主題については，指導を重点に置いたのほ次の諸点であった。（∋Mendelがはじめて遺

伝の法則を明らかにすることができた根拠と発生当時彼の説が認められなかった理由。①1900一

年3人の学者が再発見するとその説に容易に浸透した理由。⑧Mendelの法則が他の生物にも

適応することが出来るかどうかの研究をする中で，遺伝学の飛躍が準備されたこと。④Beadle

Tatum と Lederbergらの研究が分子遺伝学の基盤をつくったこと。遺伝学の研究材料が研究の・

進展につれてどう変化してきたか，また，そjlぞれの意味をも力説した。① Watson－Crickの

DNAの二重ラセソモデルがどのようにして考え出されたか。また，このモデルの実証をする実

験と取り組む中で分子遺伝学が飛躍的に進展したことを説明した。

これらについて，プリントを補助教材とし，スライドを併用して行なった。しかし，Mendel

の法則をも含めて4時間でほ時間が足りず，説明が中途半端に終った感があった。

（2）DNAが遺伝子の本体であることの実証的指導の問題

トランスフォーメーショソの実験を計画した。この実験を通して主題に答えるだけでなく，こ

の実験に主体的に取り組ませることを通して生徒に科学の発展の基盤である科学研究におけるl

「実験の方法」を経験させ，科学的思考力，を伸展させようと試みた。

特にDNAを直接取り扱って，菌の遺伝形質を転換させる，「分子遺伝学の研究方法」を生徒

に体験させることも目的の1つであった。

このねらいで，生徒に実験の前にⅥr23 と Ysllを用いて，DNAが遺伝子の本体であるこ

とを実証する「オリジナルな実験を計画せよ」という課題でレポートさせた。これに対して，生＿

徒はかなり熱心にレポート作成に取り組み，満足のいくレポートが多かった。この報告に収録し

たレポートにあるように「今回のように実験の前にレポートを提出することは非常に意味のある

ことだと思う。実験をやっているとき，ただ漠然と行なうことほ，この方法をとればなくなるで

あろう。さらに，このような実験の前に仮説らしきものをたてることによって，新しい発見もさ

れることだろう。」と書いている。これほ，この実践研究の主題の主目的である。しかし，バク

テリアに関する基礎知識も不十分な生徒にオリジナルな実験を計画せよというのは相当無理な点

もないではなかったが，生徒の中にはかなりユニークな計画を立てていたものもあった。それら
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を2－3紹介する。

① W－23とYsllを混合培養する。そうしてⅥr23→Ysllをみる。

この場合，どんな方法でこれを確認するかが明らかでないが，非常に面か、実験の着想だ。

① Ysll（mutant）（ade－Leu‾ArgつからDNAを取り，1V23に加える。

W23がmutantになるかどうか調べる。

これも，アイデアが面白いが，その方法ほ明らかでない。

これらの方法は，いずれも研究室で実際におこなわれている方法で，生徒の活動状況からみ

て，参考書から引っばってきたものでないという意味でオリジナルなものであった。

又，生徒ほ，このレポー1、作成の過程でいろいろな′如こついて疑問を提示し，これが実際の実験

の際に興味を持続させたエネルギーになっている。

⑨ 取り出したDNAをどういう形でYsllに処理するのか。この疑問についてほ，実験指

導の段階において明らかにされたが，かなりの班がこの疑問を提唱していた。

④ 高分子のDNAがどうしてバクテリアの紳胸壁を通して内部に入るのか。

この疑問に対してほ，学問的にも解明がされつくしていないが，相当鋭い疑問である。

① 形質転換の分子的機構ほどうなっているのか。

この疑問を提出した生徒ほかなり勉強をしているが，この疑問に対して現在の分子生物学ほ完

全に解答を出していない。一部ほ仮説の段階である。

実験の前にレぶ－ト提出（仮説をたてさせてみたことほ）ほ，実験に対して主体的に取り組ま

せる目的をかなり満たしているのでほないかと考える。

また，実験の目的の1つに，「DNAが遺伝子の本体であることを実験によって実証する」が

あった。これに対する判断の基準ほ，「生徒の実験中の態度とレポ”トなどに表明される生徒の

感想によったものである。」

実験は試験休み中に行なわれたが，合宿などで特別の理由があるもの以外ミま欠席者がなかっ

た。実験軋 生徒の態度ほかなり熱心で，怠惰。不注意などによる実験ミスはさ芝とんどなかった。

このことは，生徒の実験に対する熱意を表明している。

この実験によって生徒がどんな感想をもったかを知ることほ，所期のねらいがどれだけ達成し

たかの判定の基準になる。もちろん，教師に提出するレポートであることほ割引きして考えなけ

ればならないが，しかし，これほ個人のレポ【トでなく班のレぶ－トであり，7名1組の班で作

成したものである。

、感想

最後に感想を一言。今まで授業や本などで，「遺伝子の本体ほDNAである」と閲し、てきた。

しかも，それがわかったのほ最近のことである。われわれにとって「遥伝子の‥‥・・‥・」というの

ほ，テストを前にすれば，「水素と酸素を混ぜれば水になる」というのと全く同じであった。特

主に最近の研究ほ，われわれにとってほ逆立ちするほど複雑だし，その結果：ま一本の文字の配列と

なって頭の中に入っていくだけであった。何事も実際に把捉するためにほ，実験が必要である。

半強制的でも，このようにして参加すればその意味ほ良く理解できるし，頭にも文字の離列とい

う意味でなく，実際にバイ菌を通しで憶えることができる。複雑（もっとも普通の実験に比べれ

ば非常に単純なのであろうが）な実験であっただ桝こ，それだけ又，楽しかった。

つぎに断片的な感想

lO 実験操作のひとつひとつが科学的に褒づけられていて，感激的であった。

0 生物という教科では，教科書の上で「こうだ」という事実だけを教えらjtることが理科の中

でも比較的多かったように思います○実際が容易でないのほ事実ですが，今臥それらの一部
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であっても，至芸篭ら確かめることができたのほすばらしいことだと思う。

○ 今回の実験は，授業内容とよく結びついている息又，現代生物学の内容を明らかにするた

めのすばらしい試みだと感じた。

○ 実験内容が先駆的なものであるということは興奮させる。

○ 専門的で高度な実験ができてよかった。

一般に，実験を通してDNAを確認できたこと，トランスフォーメーショソによって遺伝子の

本体であることを実証した実験を経験できたことに感激して，分子遺伝学に興味をもったと書い

ている。

つぎに，批判的な意見を紹介する。全体的にみて，この実験を否定するものでほない。

○ 授業に取り入れるのほよいが，時期がよくなかったし，試験休みでほなく正規の授業でやる

べきだ。しかし，正規の授業では無理だろう。

○ 授業で学んだ寮と感覚的な結びつきが乏しかった。

○ 実験のあいまが長くて閉口した。討論の資料，講義などがもっとあった方が充実した。

O DNAが取り出せたという確証がもてない。

0 1つ1つの薬品の働きを明確につかんでいなかったため，ただ先生のいうとおり薬品を次々

に入れて，知らない問に出来ていたという感じをまぬがれ得なかった。

○ 全国の高校に広めるにほ，まだまだ高価な機械が必要であるから改善の余地がある。

○ 有意義な実験であったが，まだ事前の意義を理解する事が足らなかった。もう少し説明を加

えて欲しい。印刷物ほあまり量があると気をそぐので，印刷物に期待する事を避けたい。

失敗した実験ほで きたら再び試みてみたし

今回の実験ほ，4学級全部に実施したのであるが，ほじめに行なった2学級ほ，最小培地の試

合ミスで，最後の転換実験が失敗に終った。ほじめミスに気づかなかったのであるが，いろいろ一

検討した結果，最小培地の構成成分の1つが欠けていたことが判った。これについて，2学級の－

各班ほ失敗の原因についてかなり慎重に考えられる可能性を上げ，検討を加えていた。その一例

を紹介する。

失敗の原因ほいろいろ考えられるが，改善方法はよく判らないので，この失敗の原因をなく

す，つまり除くことがそのまま改善方法につながると思うのでここでほ省き，原因と思われるも

のを列挙しておく。なお，ここで考えなければならないことは，われわれの班を含む一部の班で

なく，前期にぞった1，2組ほとんど失敗したという事実である。このことは，次のことを少な

からず意味している。つまり，原因の主たるものが操作上のミスや乱暴さというものでほなく，

何か材料や培養基など全体に共通なものであることになる。それでほどのような原因か。

（む 材 料 面

a 使った薬品に決定的ミスがあった。

b Ⅵ723をYsllと間違えて使った。

C
ade．，1eu．．，argリなどの塩基，アミノ酸がおかしかった。

d 培地。寒天が変性していた。

e YsllがCpになっていなかった。

などの紳かいもの

① 技 術 預言

a DNAが全く抽出されなかった。

b 活性DNAを机上においたため雑菌が混入したためでほないか。

C 軽く振らなければならないところを強く振り，静かに加えるところを激しく加えた。
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d DNAの変性温度を越えてしまった。700C以上に加熱した。

（カー⑧について全く無視できるものを上げたが，次に少し重要なものを拾って考えてみた。ま

ったく無視できると思われるもの

① a，b，C

（む a

いくつかの班で，こんな原因によると思われるもの

⑧ b，C，d

全体でこのような原因によるのでほないかと思われるもの

（カ d

全体の失敗でほないが，結果のところにあるようにDNA onlyが最も多くコロニーを生じて

いるが，これほ雑菌によるものと思われるその理由は①…bでないかと思う。 省略

いずれにしても，機会があったらもう一度実験したいと思う。

大半の班が，具体的な例を上げて失敗の原因について討論していた。

なお，失敗の原因の追求の中に，生徒のこの実験に対する関心の度合の高さと，原田の追求に

科学的な思考力の蔚芽を見る。

次にこの実験に関連して，授業でバクテリアの遺伝形質と選択培地ならびにバクテリアの有性

生殖についての実験観察を行なったが，この指導ほ，トランスフォ什メ【ションの実験の前提と

して必須のものである。実験においてⅥr23Ysllの遺伝形質の区別ほポイントである。更に分

子遺伝子の指導で非常にむずかしい概念であるたんばく合成における調節依構の指導の導入実験

として重要な役割を果たす。しかし，この実験においては，前述したように，教師が心切準催し

たプレートを観察させたのであるが，可能なかぎり生徒に準備させ，バクテリアの取り扱いにつ

いて技術的訓練を重ねて，トランスフォーメーシ。ソの実際に備えるとよいと考えられる。

次に，この実験の一般化の問題について考察したい。

この実験ほ，他の実験と比較してかなり長時間を要すること，実験に機材と薬品を要すること

および，生徒実験を指導するにほトランスフォーメーションについて技術を習得しておくことな

どが必要になる。

時間の問題についてほ，筆者が実施したように，夏休み，冬休み，春休みなどの榊艶中を利用

するのも方法の1つである。

どうしても正規の授業で実施する場合にほ，DNAの抽出とCpYsllにDNAを処理し，こ

れを選択培地にぬりつける方法を個別に行なうとよい。

これについて筆者ほ次のような実験を行なって，2時間の授業でトランスフォーメーショソの

最後の実験だけを生徒に経験させることが可能である。

実験における時間の短縮の可能

実 験 区

Ⅰ

‡

Ⅱ

Ⅳ

Ⅴ

Ⅵ

Ⅶ

CPYSll十 DNA（90分）→ぬりつけ

CPYSll＋DNA（30分）ヰぬりつけ

CPYSll＋DNA（60分）ヰぬりつけ

50C20hrs

CPYSll姦）ムU蒜〇→DNA（90）
50C20hrs

貯 蔵
CPYSll＋DNA（90分）

CPYSllonly

DNA only

一寸 ぬりつま

「－ぬりつけ
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実験における時間の可能性の結果

10 102 備こi乙 ／了三二
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260
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105
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0
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450 圭 control

142

160

220 巨 DNA処理時間30分

51

46

1……呈DNA処糾問60分
0

130

0

68

21

36

CP Ysllを50Cで

20hrs貯蔵

m

仙

州

【
‾≡

… CP Ysll＋DNA（90分）

50C20hrs貯蔵

CP Ysll on】y

DNA
only

この実験の結果からみて，DNA処理は，時間が足りない場合にほ30分でも定性的には十分差

がでている。更に，この実験の欠点の1つは，CIMediaに接種してCP になるまで6時間，

ついでDNA処理1．5時間，ぬりつ桝こ1時間，計8．5－9時間を要する。しかし，この方法で，

生徒実験に備えてCPYsllにDNAを処理して冷蔵してお桝ぎ，午前中の正規の授業にプレー

トを調整し，ぬりつけが可能である。

つぎに，実験器材と薬品などを購入するのに多餅の費用を要し，一般化できないのでほないか

という疑問がある。

この実験ほ，オートクレープ，遠心分離依，（冷凍放つきでなくてもよい。4000－5000回転毎

分），恒温器（370C），冷蔵庫，乾燥殺菌機（乾燥にも利用できるもの）が必要である。現在の高

校でほ，こ凄lらほかなり保有しているのではなかろうか。

つぎにガラス器具として，かなりの最のシャーレ，メスピペットが必要である。これほ，ほじ

めほ生物部段階から序々に材料をそろえていったらよいのではないだろうか。

生徒実験指導技術の問題がある。これについてほ，各都道府県段階で，教育研究所，あるいほ，

教育センターなどにおいて，実験指導の講習会を開いて技術の普及に勤めるのがよいと思う。筆

者の採用した段階的な発展をふまれるのがよいと考える。

指導の段階でいまだ各種の問題はあるが，分子遺伝学の指導において，筆者のとったトランス

フォーメーショソの指導ほ，生徒に興味を起させ，生徒の科学的思考力を高める上で，かなり有

効であった。

…
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〔Ⅴ〕展 望

1．DNAが遥伝子であることの実証

HersbeyとChaseのファージのたんばく貿の殻の形成の情報ほ，DNAが保持しているこ

との実験をスライドで説明し，同時にファージのプラークの観察を併用してファージに対する

理解をも高わる。

2．DNAの構造

Ⅵratson－Crick の二重ラセンならびに複製のモデルの提唱が，分子遺伝学を発展させたこと

の理解を計る。

3．DNAの遥伝 救の発現の問題

たんばく貿合成の問題を中心に，コードの問題，たんばく合成における調節の問題を取り扱

う。ここでほ，DNAの加水分解，バクテリアの遥伝形質の観察の際のNPPに対するアルカ

リ性ホスファク巾ゼの問題が，重要な根拠になる。

なお，これらの指導についてほ，スライドを用い，分子遺伝学を一進歩させた実験の方法や実

験を，推進する上の考え方，などに重点を置いて指導する予定である。

なお，たんばく質合成の問題を 高校に導入することほ，現代段階でほ困難であろう。

〔Ⅵ〕おわりに

この実践研究を遂行するにあたって，実験上の御指導と御灰宜を賜わった東京大学教授今堀和

友先生ならびに東京大学応用微生物研究所助教授斎藤日向先生に深く感謝の意を表します。

今回の生徒実験に当り，生徒のよいリーダーとしてまた，実験の準備に協力して下さった生物

部員，松浦克美君，児玉竜彦君，木喜一啓君の3蓑約こ感謝いたします。

〔Ⅶ〕引用文献

1）貝沼喜兵：追伝（裳華房）vol．2～31969

2）Gardn丸ard Levinthal：Bioc壬1en BiopbysÅcta38（1960）470－483

付録資料1＜Report提出について＞

前に連絡した通り，形質転換の実験は予定どおり実施いたしますが，実験の前に下記の項目に

ついて班（ただし，7人を3人と4人に分をナて行なう。実験ほ7人で行なう。）で調査。討議しク

report用紙5枚にまとわ7月2日正午までに提出して下さい。

記

1．1928年，Gri免thによって発見された形質転換現象は，1944年Averyらによって転換現象

を起す本体がDNAであることが実証された。ところでAveryらほ，どのような方法によっ

て実証したのか。

2．BacillussuもtilisW●23（wild），YSll（mutant）を用いてDNAがgeneの本体であるこ

とを実証する実験を計画せよ。

ただし，Ⅵr23ほ，痕小培地（minimalmedium）すなわち，無機塩（K2HPO4，K壬i2PO4，

（N‡i4）2SO4，Na3Citrate（クエン酸ナトリウム）＋glucoseの培地に生育できる。しかるに，

YSllほminimalmediumにほ生育できず，これにade．（アデニン）＋1eu．（ロイシソ）」－arg．

（アルギニン）を加えないと生育できない。これほ，菌の遺伝形質であり，区別のための標汲

遺伝子（マーカ巾）ともいわれている。
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上記の点を考慮して次のように書く。

B．subtilisⅥr23

B．subtilis YSll（ade，1eu argAp aseつ

以上をヒントにして実験を計画せよ。

なお，実験終了後，結果をまとめ（諸君の投出した実験計画と実際の実験法との違いなどをも

含めて），再度reportを投出して貰う予定である。

なお，1．Gri氏tb仙Averyに関するものは，参考書などを参照するが，2．実験計画について

は諸君のOrigioalなものを出して濃いたい。

参 考 文 献

（1）遺伝子の分子生物学

（2）分子遺伝学入門

（3）微生物遺伝学

化学同人

みす

朝倉書店

付録資料2 ＜自宅研修期間の実験について＞

微生物（Bacillus subtilis）を用いて形質転換の実験を下記のように実施します。

1．実験日的：バクテリアからDNAを抽出し，こjlを用いて形質転換法によりDNAがう豊伝

現象を支配する化学的本体であることを明らかにすること。

2．対象学年：2年生全員，正規の授業の一環として実施する。

3．期 日

DNAの抽出

形 質 転 換

結果の観察

11日

12日

9．

終

年前

午後

14日

ワ 組 妄 3 練

11日 午後

12巨i午前

141ヨ 午前

15日 午後

141二王

組

午後

15日 午前

午前

Jm旦9二“螢二皇室J旦「

但し 午前，9．00－12，30

午後，1．30－5．00

4．詐術の方法

（む生徒の実験過程における態度

① 提出される班単位reportを通しての実験に対する理解度

実験結果に対する考察の程度

付録資料3 Bacteriaの遺伝形質

1．観察のねらい。

2．方法 あらかじめ用意したplateに，Baci11ごSSul〕tilis（Ⅵr23：YSll，Eschericia coli：

HfrC：AB1450）を塗抹し，生じたコロニーの数を測定する。

且 結 果

M edA

甲
こカ

仁
口一

己
蒜●

W23

YSll
一

u

ue
Tし Arg… 巨 ALL

叫
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Stl・← 巨 Str‾ 備 考

ロ
（つ

○

ニて

HfrC

AB1450

4．結果の考察

（1）コロニー （colony）というものほ菌のどのような状態になったものか。

（2）W23があるplate上に250偶のコロニ【を生じたとする。10年希釈のものを0・1mlず

つ塗抹した場合原液の菌の濃度ほどうであったか。

（3）bacteriaの遺伝形質ほどのように区別することができるか。また左の結果からB．sabtilis

あるいはE．coliの形質ほどのような性質をもっているか。

1450）

（Ⅵr23，YSll，Hfr C，AB・

（4）HfrC ほ大半ほ〔Strつのplateにほコロニーを生じないが中にほ生じるものもある。

いま108／mlの菌を0．1ml塗抹したら，あるplateに5偶のコロニー（str－のplateで

ほ107個のコロニー）を生じた。

この現象をどのように理解したらよいか。ただしこの菌（HfrC）は本来Strに感受性

であり，事前に確認してあったものである。〔Str〕＝ストレプトマイシソの略

組

ルル】仙…Ⅳ【¶m妻8三

付録資料4 Bacteriaの遺伝形質

1．観察のねらい。

トランスフォーメーショソの前段階的予備実験であり，Ⅵr23，YSllおよびHfrC，AB1450j

…48
－

がどのような形質を もつかを調べる。



2．方法。 菱）らかじめ用意したplateに，Bacillussubtilis（1V23‥YSll）（E．Coli：HfrC：

AB1450）を塗抹し，生じたコロニーの数を測定する。

3．結 果

W23

YSll

M

」－

Hfr C

AB1450

Ade－ Leu‾ 圭 Arg‾ き All

＋

NPP妻 備 考

黄変

無

Str‾ 壬 備

800

20

1000 土countx4，竜一Countx84

4．結果の考察

（1）コロニー（colony）というのほ菌のどのような状態になったものか。

菌の群落（菌の増殖によりできた）

（2）Ⅵr23があるplate上に250個のコロニーを生じたとする。104希釈のものを0．1mlず

つ塗抹したものとすると，原液の菌の濃度はどうであったか。

250×10年×10＝25，000，000

25，000，000個／ml

（3）bacteriaの遺伝形質ほどのように区別することができるか。 また左の結果からB．sub．あ

るいほE．coliの形質はどのような性質をもっているか。（Ⅵr23，YSllHfrC AB1450）ミ

B．sub．W23，Mで生育可能alkaline pbosphataseを作れる。

YSllMにade．1eu，arg．を加えたものでないと生育できない。

E．coli HfrC〔Str十〕のplateでほほとんどcolonyを生じない。

AB1450 Str一に影響されない。

（4）HfrCほ大半ほ〔Strつのplate にほコロニーを生じないが，中には生じるものもある。

いま108／mlの菌を0．1ml塗探したらあるplateに5個のコロニー（Str‾のplateでほ107γ

個のコロニー）を生じた。

この現象をどのように理解したらよいか。ただし，この菌（HfrC）ほ本来str．に感受性

であり，事前に確認してあったものである。

① 突然変異

① 抵抗性の株が一部あるのかもしれない。感受性ほ他の株で調べたもの。

⑨ ストマイの副作用により，突然変異

④ 実験ミス（雑菌混入？）

3組3班
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付録資料5「生物ReportJ No．1

～形質転換のほなし仙

discussionの記録

1．DNAが，遺伝子の本体であることについて証明

A Avery のやった遺伝子の本体がDNAであることの証明実験について調べてきたか。

B ああ。要するに，肺炎双球菌を使っての形質転換の実験だろう。肺炎双球にほ，RとSと

の二種類がある。RとSというのほ，お互いの形質でRほ細胞の表面がroughだ。Sの方ほ

smooぬで，Sの方が形質としてほ優性なわけだ。今，Sを煮殺して，そこにRを入れてや

ると，RほSになって生まれてくる。そこで，Sの形質をRに転換する何ものか爪すなわ

ち，遥伝子が存在するということがわかる。け‾れどもS煮殺してある。た′しばく質ほ熱に弱

い。だから，遺伝子ほたんばく質ではない。そこで核願だろうということになった。

＿A
いや，形質転換する何ものかが，染色体に存在するたんばく質以外の何ものかであるとい

うのは，グリフィースによって実験証明されたんだよ。グリフィースほ，染色体を抽出して

R培地に植えた。けれど，アベリーはSの純粋なDNAを抽出してRに入れて形質転換の起

ることを実験して，遺伝子の本体がDNAであることをつきとめたんだ。

◆B だって，tく生命と分子”にそう書いてあったよ。アベリーの仕事だって紹介されたんだ。

－－皆で，ダイヤモンド放 生命と分子 p．9～10を読む。

▲A
このまとめ方ほ，ちょっとrot唱hだよ。遺伝子の分子生物化学のp．217にもっと詳しく

出ている。

叫・ここで，アベリーのやった実験は何かということが大体まとまる。

・C しかし，必要十分条件からいくと，DNAほ遺伝子であるということほ判然と証明された

わけだが，遺伝子ほDNAだけかという問題ほ未解決，未証明だね。貝沼先生から出された

実験のプリントにほ，＜遺伝子の本体がDNAであることを証明せよ＞だから，DNA以外

のものほ遺伝子としての働きをしない，ということを証明すべきでほないか。

＿，A
いやあ，ここ（遺伝子の分子生物化学p．217）をよく読んでみろよ。『DNA分子をこわし

て，DNA分子の構成素材であるヌクレオチドにする，タンパク質分子やリボ核髄（RNA）

には何の作用もしない，デオキシリボヌクレアーゼによって，細胞抽出物の形質転換性が破

壊されたという事実によって，この見解（アベリー報告，活性を待った遺伝的本体ほDNA

である）ほ支持された。』とあるだろう。

B なるほど，それでほ， 本体ほDNAであると考えてもいいね。

ペC 僕ほ，熱変性しないたんばく質の存在の可能性を考えていたんだが。確かそんな話がtt生

命と分子’’にのっていたように思う。

A だが待てよ。この本に書いてあるような方法じゃ，僕等にほ実験できないよ。僕等ほ段階

をふまえていかなくちゃいけないから，tt遺伝子の分子生物学”のAutborityに頼ってデオ

キシリボヌクレアMゼという酵素がDNAを破壊すると書いてあったからといってそのまま

使うわ桝こほいかないよ。

B いやいや，そんなことほないよ。純粋に抽出したDNAが形質転換をすることを確かめて

おいてその次に，デオキシリボヌクレアーゼが活性の状態にあるようにして，DNAに入れ

る。そうやってDNAが形質転換を起こさないことを調べればいい。

A だけどね，細胞の中でね，実際の細胞の中でデオキシリボヌクレアーゼがDNAを分解し

たその分解産物が，たとえばDNAにほ遺伝子の代りをする機能があったとしても，その機

能を阻害しているのかも知れないじゃないか。だから，いつもDNAほ形質転換を起こさな
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いような実験結果が出てくるかもしれないけど，本当ほどうだかわからない。

C おい，これを見ろよ。（生命と分子p．32）「A そうすると遺伝子の実体ほDNAである

ということになりますね」というのに対して「B 実ほDNAだけでほないのだ。菌に感妻挺

するバクテリオファージにも，人間に感染するウィルスにも，RNAを遺伝子としてもって

いるものが大部分ある。」だってさ。

A・B うひやっ

B とすると，貝沼先生の問題の出し方に一つの穴があったということになるね。

C うん。ところで，形質転換の実験の時にtく生命と分子，，に於いてもtt遺伝子の分子生物学，，一

に於いても，優性形質のSに劣性形質のRを入れてるね。これを逆にしたらどうなるのか止

な。RのDNÅをSに入れる。と，Rが出てこないかな。

B それでほ，遺伝の法則に従えば勿論無理だろ。

A いや，優性，劣性はこの際，

B 遺伝の時だけ開拓があって，

A だけど，遺伝の法則だって，

関係ないんじゃないか？

形質転換にほ関係ないのかい？ 同じ遺伝子の働きで。

F2には劣性形質が出てくるだろ。だからいつかほ出てくる甘

んだよ。

B・C ああ，そうだね。

2．実験計画

A 僕の考えほこうだ。YSllほアデニンとロイシソがないと育たない。だからアデニンとロ

イシソのない培地で培養する。勿論育たない。そこに1V23のDNAを入れてやる。Ⅵr23二

ほ，アデニンとロイシンを自分で作れる。だから形質転換が起こって，やがて育ちはじめ

る。コロニーが見られるだろう。

C ちょっとまった。こんどの場合，煮殺と違ってたんばく質だけ破壊されてDNAだけ簸

る。ということじゃないんだよ。アデニンとロイシソのない培地でYSllほDNAもろとも♪

死ぬことも考えられる。

B そんなに早く死にっこないよ。

C だけど，それをあてにしちゃいけないんだよ。だからこうすればいいんだ。最初，アデニ

ンとロイシソのある培地で，YSllを培養しておき，それに1Ⅳ23のDNAを加えてやる。′

次に，遠心分離かなんかでYSllをこの培地から切り離して，アデニンとロイシソのない培

地で培養するんだ。とすると，形質転換が起こっていれば，当然Ⅵr23の形質がYSllに一

転換しているからコロニーの発達が見られる筈だ。

B こういうのほどうだろう。W■23を煮殺した上でYSllをそのままぶちこんで，アデニ

ンとロイシソのない培地で培養するんだ。やっぱりⅥr23ではたんばく質ほ変性しても，

DNAは変性しないから形質転換が起こってYSllほW■23のアデニンとロイシンを自分

で生成するという形質を受けついで，コロニーの発達がみられるだろう。

A しかし，どうも煮殺というのほ独創性がないね。やっぱりC君のでいこう。

B ああ，そうしょう。

〔考え方〕

一定の仮説をすなわちtくDNAが遺伝情報を持っている’’をうちたてた時，その論理によるな

らDNAによって形質転換がおきぬほずである。それを確かめるために，上記の仮説をもとに実

験を行なう。

DNAにより形質転換を起こさせるにあたり，いかなる形質の転換がわれわれに認識されやす

いか？Ba。ill。SS。btilisのWildとmutantとでは，必要とする培地が違う。これなら，生育
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してコロニーができるか否かで区別できる。すなわち，それ自身で生産できる（必要な酵素系を

持っている）物質が違うのである。酵素は，たんばく質であるからそれぞれ種 こよって持って

いる遺伝情報が違うのである。具体的に言えば，Bacillussubtilisのwideに較ベmutantは，

アデニン，ロイシソ，アルギニソの生産に関する遺伝情報が欠けているのである。

だからこの場合，WildのDNAをmutantに加えるとmutantが形質転換して（ごく一部）

アデニンなどのない最小培地で生育する（すなわち，それまでmutantにはなかったアデニン等

の生産の遺伝情報をwildからDNAによって得た）ことを確かめればよい。なぜmutantの

DNAをwildに入jlないかほ図示する。

YSllのDNA

↓

最小培地で生育可 w23（賢混合
変化不明

Ⅵr23 があるから最小培地でもコロニーができる。

Ⅵ723 のDNA

J

YSll（賢混合
変化がわかる

添加培地でのみ生育可 Ⅵr23 があるから最小培地でもコロニーができる。

YSllほアデニン等の酵素系をもっていない。だからそのDNAを加えても意味ないようにみえ

るが，YSllのDNAほあるべき所にあるべきもの（アデニン等の遺伝情緒）がないものと考え

れば，それをⅥr23に加えそれが分裂・交叉する時，あるべき所にあるべき物をもたないDNA

ができることもありうる。

、〔実
験〕

（1）Averyの方法によりDNAを1V23から抽出する。

（2）そのDNAをYSllに加え，そして最小培地に植えつける。

（3）コロニーができるかどうかみる。

（2）の内，YSllをいつ最小培地にうつすか問題になった。すなわち，W23のDNAをYSllが

とりこんで自分でアデニン等を生産できるようになるのほ分裂で，交叉してからなので，だいぶ

時間がかかるだろう。その間，最小培地にうえておいたら外にほアデニン等がなくて自分でもrl三

れないという状態になる。その間にYSllは死なないかという疑問が出た。それに対し，分裂

の時間が短いからたいしたことあるまいという見解があったが，ほたしてYSllほ最小培地でど

の位の時間生存するのであろうか。もし，世代の交代に間に合わないようなら，次の手段を講ず

る必要がある。すなわち，YSllをアデニンなどのある城中に入れておき，そこにⅥr23の

DNAを加え，世代の交代に必要な時間が経過してから，遠心分離紋で洗って最小培地にうえる。

0。T。AVERYの証明

discussionの所でもうだいたいのことほまとめてあるので，簡単に説明しよう。まず，実験

に使われた菌のことを話しとかなければならない。肺炎菌ほ，その細胞を覆う炭水化物性釆膜

の構造のちがいによって，これほ遺伝的に規定されたものであるがSI・Ⅱ・Ⅲ・etCに分け

られる。この菌を特定の条件で培養すると爽膜多糖をつくる能力を失い，その菌に病原性ほな

くなり，その表面はつやがなくなる。

さて，AVERYのやった仕事ほ次のようなものである。正常なSi江型菌ら純粋にDNAを抽

出し，それが存在する所で英膜をつくらない菌を培養すると，そこに正常なS】Ⅱ型菌が増殖す
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ることが示された。しかも，この形質が第2の生物からその子掛こ受け継がれることを示した。

このようにしてDNAが遺伝子の主役をになっていることが，ほぼ証明されたわけだ。

班活の記録・その他

今回ほ人数が少なかったせいもあって，まとまりがよかった。29日までを調査期間とし，30

日の放課後にあつまってdiscussionをして，その後，書く所を分担してトポートをまとめた。

30日のdiscussionは，みんなよく調査してあったため，非常に内容のある話ができた。この有

意義なdiscussionのため，これに紙面を多くついJPしてしまったので，規定の枚数をこえてし

まったようだが許されたい。

今回のように，実験の前にリポートを提出することほ非常に意味のあることだと思う。実験

をやっているとき，ただばくぜんと行なうことは，この方法をとれば全くないであろう。さら

に，このように実験の前に仮説らしきものをたてることによって，新しい発見もみなされるこ

とだろう。

「生物ReportJ No．2

1944年以前に，染色体によって遺伝情報が伝わることがわかっていた。しかし，その様戌成分

の内，核酸よりもタンパク質の方が注目されていた。それはタン／くク貿の方が核髄よりも複雑で

より多くの情報を伝えやすいと思われたからだ。1930年代の中頃，DNA分子が大部分のタンパ

ク質よりも分子量が大きいことがわかった。また，精製した植物ウイルスの化学分析の結果か

ら，すべてのウイルスは核酸を持っていると一般化できるのではないかとアメリカのスタンレー

やイギリスのボードソとビリーたちがいいだし，核酸が遺伝の役割を担っているのではないかと

いうことをほのめかしていた。

1944年，アベリーとその共同研究者たちほ，肺炎菌の遺伝的性質ほ注草深く調整した高分子の

DNAを添加することによって変化させることが可能であるという重要な発見をした。つまり，

DNAによって遺伝情報の伝達がなされているのでほないかということである。彼らのこの発見

ほ核酸の詳細な化学的研究に大きな刺激を与えた。当時，ニューヨークで研究していた生化学者

rCharga仔がいろいろな種類の生物から取ったDNAのヌクレオチド組成を分析するのを可能にし

た。これにほペーパークロマトグラフィーが役立っている。1947年，彼の実験によって4種ヲ須の

ヌクレオチドは等量ずつ存在しないばかりか，それらの正確な比率ほ生物の種によってそれぞカl

違うことが明らかになった。この発見は，テトラヌクレオチド仮説で考えられるよりもはるかに

大きな変動がDNAの間で可能であることを意味し，すく、、に1偶の分子内のヌクレオチドの較密

な配列が遺伝的特異性に関係があるという可能性を閃いた。

その後の研究から，4種輯の塩基の相対的な割合ほけっしてでたらめでほないということもあ

きらかになった。DNA中のアデニンの量ほ常にチミンの量に等しく，グアニソの量ほシトシソ

の量に等しかった。しかし，これら らDNAの三次元構造に重大な注意が払われるまで

にならなかった。

タンパク質の構造をⅩ線によって調べようとする研究が行なわれている一方，小数の科学者た

ちによってDNAのⅩ線による調査が進められていた。1938年に最初の実験が行なわれた。しか

し高分解能の写真ほ，戦後になってようやくウイルキンスとフランクリソによってとられた。当

時はまだ，いろいろなヌクレオチドを結んでいる化学結合の性質がはっきりと確立されていたわ

けではなかったが，それほ1952年に有機化学者のアレキサンダー・トッドの研究室のグループに

よってなしとシザられた。

ポーリングのいうαヘリックスに対する関心から，1951年にはらせん形分子の回折に関するサ
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ばらしい理論が発展した。この理論のおかをずで，DNAの可能な構造を試行錯誤によって調べる

のが容易になった。相補的な二重らせん構造ほ，1953年にクリックとワトソソとによって得られ

た。彼らがjEしい答えに到達しえたのは，大部分キングズカレッジグループのⅩ線回折データと

よく合い，しかも立体化学的に最も具合のよい構造を発見したことによる。二重らせん構造の確

立ほすく、、に遺伝学老たちがデータを分析する方法に根本的な変畢を起こし始めた。遺伝子ほ，も

ほや交配実験でしか研究できないような神秘的な存在ではなくなった。そのかわり，ただちに化

学者がピルビン懐やATPなどの小さな分子と同じ手法で物質的に考えることのできる本当の意

味で分子的な研究対象となった。しかし非常な興奮は単に構造が解明されたという事実だけで起

きるのでほなく，その構造が持っている性質にも基づいているのである。解答がわかるまでは，

いつもどうせつまらないことがわかるだけで，遺伝子がどうして複製し，機能するかについてほ

何も明らかにほならないだろうという軽い不安があった。ところが幸いなことに，その解答ほき

わめて刺激的であった。その構造は，互いに相補的な構造を持つ2本の糸がより合わさったよう

なものであったが，これほ一方の糸ほ他方の糸が合成される際に，特異的な表面となることを示

唆している。現在でほ正しいことがわかっているが，もし，この仮説が正しいならば，退伝学者

が長い間考え迷ってきた遺伝子の複製に関する根本的な問題が事実上解決されたことになる。

DNAの抽出法

①肺炎歯を培地でふやす → ＠遠心分離で濁を集める。

陀謬
址汐

④菌を食塩溶液で洗い次に脂

質溶液剤デオキシコール酸←

ナトリウムの溶液と振り，

水把可溶の細胞成分を抽出

する。

↓

㊥菌を遠心分離把より除き，

その上暗に3～4倍量の

エタノールを加える。

竜ク

④菌を食塩溶液に懸篠し650Cに←～

加熱（形質転換能力破壊酵素の失汚）

＝琴L

ニ：ク

鮭ニ
一寸①沈でんを集めてかわかす。デオキン

コレートも主上清に残っている沈でん

を食塩溶液把とかし，クロロホルム

と振りタ／バク質を除く0
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♂
冒
↓

㊥葵膜多糖を消化する酵素を

加える。再びエタノ叫ルで

沈でん・させJ沈でんを食塩

溶液にとかす。

㊥加えて酵素をとり除くため把，クロロホ

ルムと振る。
＼洩

♂畠捌Y
⑦クロロホルムを除き食塩

溶液把再びエタノールを

加えて沈でんをとり，こ

の沈でんを食塩溶液把再ヰ叫

びとかす。

⑲よくかきまぜながらエメノ【ルを滴々

と加えると，ガラス棒のまわ9把繊維

が沈着してくる。

分

⑪繊維をガラス棒からとり除き，エグノ叫ル

食塩溶液中で洗う。製品は化学的に純粋な←

DNAである。

十♂ONAを抽出し，その後，形質転換をたしかめるためにもう一つの菌（バクテリア）と混ぜ合せ

ていろいろ条件を変えた培地で調べる。

付録資料6

＜Exp．No．1＞

ヱ B．subtilisⅥr23 より DN‘A（crude）の抽出

1 生菌の準備

37JClOllrS

接種

W23slant，100mgしbroth

」二清

H
リ
捌
W
鯛

mprユ

ー
淵
－
・
0
0

00
「⊥

Stil・rel・

55

盈
1．5gしbroth

370C 5ilrS

Stirl－eI・

5（）mg 蘭液

1－
●

● ●
一

●
●
●

遠沈管



2 浴菌と蛋白質の変性

（1）30ml容共栓つき試験管に生菌を移す。

は
SuSpend

saline

EDTA

8ml托する

ユOmlメスピペット使用

（2）10mgの1ysozymeを加え，370Cで30分浴菌する。

（温度は370Cを維持し，時々振って浴菌の度合を観察する。）

start end

（3）25％SLSで洛南をする。2mlのSLSをピペットで加え600ClO分保つ。（600C±20C

を維持する。）

Start end

4）NaClO4処理，1．2ダをNaClO4加えて軽く振って浴かす。

5）C‡iCl3isoamylalc．処理約10mlのCHCl3混液を加えて軽く振る。5′

start end

discussion

（1）浴菌すると粘性がどう変化するか。その理由ほ何か。

（2）2－（3）において600C以上に温度を上げない理由は何か。

3．DNAの抽出と精製

（1）遠心分離 共栓つき試験管の内容物を遠沈管に移す。遠沈管の比重を正確に．／

リノヰ1？諾rpm転業…
DNAを含む水屑

変性蛋白層

（2）水屑の分離と crude DNAのガラス棒巻き取り。

約2りmg

♂ ＼

遠沈管を傾けて教性たんばく

が混入しないよう把駒込ピペ
／

ソトで吸い取る。

ガラス棒で静かに繊維状のDNAを巻き取る。

coldユタノ叩ル

静かにち掛如を仁こわるように

狂人する。

（3）1托OSSC 8mlを試険管に取る。ガラス棒に巻き取ったDNAを静かに溶かす。溶け

たら10SSC o、8mlを加えて塩濃度を上げる。
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Crude

DNA嶽
（4）透析（dialysis）

disscuss呈0王ユ

8mg l／10ssc とけたら 0．8mglO ssc

DNA
soユ

〔
組班

dialysis

（3）coidEtoH沈澱でCrude DNAはガラス棒で巻きとれる。この理由ほ？

（4）最後の透析の理由ほ何か？

＜Exp．No．2＞

Ⅱ DNAの加水分解と構成塩基の検出

1．乾燥DNAのpreparation

（1）ガラス棒巻き取り

（2）デシケ一夕ー中で乾燥する。

（3）秤量 1mg drymatter

2．HClhydrolysis

（1）特級6N王iClo．2ml（2）1mgDNA （3）ガラス封管

上記（3）の妻粥誓；に（1）と（2）を入れて封管する

盲〒
叫

（2）1000C 60分boilする。

3．paperchromatgraphy

（1）hydrolysis後閑管する

○品
＿－せ 冷やす 完全に溶かす

capillaryでP紙に吸着させる。

（Toyo別terpaper No．50使用）

（2）展開溶媒に飽和させる。2hrsisopropanol：6NIiCl＝68：33．5（Ⅴ／v）

（3）展開 対照にadenine gnanine cytosine uraciltbynine

胃苛 蓋蓋蓋㌘20cm

（4）構成塩基の検出 マナスルライトで検出する。

4．結果の観察

Rf値の算出

一 57 一



controI crude DNA Rf値

guanlne

adenine

CytOSine

uracil

tbymine

・5．結果の考察（discussion

Cm Cm

の結果をまとめる）

（1）封管中でbydrolysまsする理由は何か。

（2）展開に先立って溶媒蒸気に飽和させる理由ほ？

〈3）crude DNA中にuracilが検出されるが，これは何故か。DNA中にuracilほほな

い筈だが。

（4）DNA中のA，T，G，Cの構成比を調べるにはどうしたらよいか。

（5）DN■Aが遺伝情報を荷うときに，4種のもaseが20種のa，aをcode－うゝるためには，

A，T，G，Cがどのような組み合わせになることが必要かを考えよ。

＜Exp．No．3＞

山Ⅱ T‡・anSformation

l．実験目的 B．subtilis W23からDNAを抽出し，これをYsllに加え，これをAde‾，

Leu‾，Arg‾のplateで転換菌を選択する。

2．実験準備

（1）Ⅵr23DNA （2）competentYsll（Cp Ysllcells）

（3）選択培地 Ade‾，Le11‾，Arg‾，Allの各plate

3．実験方法

（1）Cp Ysllcelisの準備

37QC
→

0Vernight

culture
Ys ユ1siaIltIJ－broth
0●瑠u煮

15In‡
ノてジ
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370C

ユ．5jlrS

0エImedillm

30∫n王

（2）DNAの処理

① diaiyticI）NA→

Cp Yslユ Celis

0半日
滅捲i遠沈管

」二絞

2／3伎㌢書〕

－0．1m－す1mg（byssc）

10倍に希釈する

滅菌したガラス管2本に分注する（10陪にdil．したもの）

1本（アルミホイルでシール） 冷械

1木（
／′ ） 熱変性 1000C15 －－→ 水冷する。

⑧ 各班3本の滅菌試験管を用意する。

冒
H

m

‡Ⅴ

R榔W▲門u抄

昏

CP YSllCells ＋ DNA O．1mg

CP YSllCells ＋熱変性DNA O．1mg

C‡）YSllCeils o工11y

力NA only

（3）plateの準満

① 実験区を次のように設定する。

（4）plateの準栴

① 実験区を下のように設定する。

～、－－

＼

10 壬 102

Ⅰ

Ⅱ

：肛

n㌻

Ade“

Leu－

Ar嘗‾

‡
370Cのincuもater

に60分incuもate

する。

備 考

Ade－

Leし1－

AT嘗‾

Ade－

Le㍑≠

Arg冊

Ade－

Lelユー

Arg‾

一59
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㊤ 生菌数調査Allのplate

毒 105 毒 105

Ⅰ
（
む

plate の調整法

ア
plateに記号を付す

イ a．a．baseなどを分注する。

107 董 cel】s／ml

Ade‾のpiateにほ1eu．＋arg．

All ノク ade．＋1eu．＋a曙．

minimalagarを約20mlずつ分注－－－→冷却凝固

アルミホイル

m

10g agar

5g glu

DⅥ7 660ml

＜Exp．No．4＞

（5）菌のぬりつけ

（む菌をdilutionする0

0．1ml

）ーautOClave－冷却（600C）＋25M salts 28ml

＋5％ MgSO4 2．8m】

10 1dZ lO

出
ム＼∨∨

ふ

白
㊥ 分注する。

ユ0

0．9mlのminima王

臼 10

もeu‾

10

㊨ 菌液を均一に分散・固定する0

軟寒天篭層式

Ar㌻

10

各々0．1mlずつ分注する。

10mlメスピペットで3mi－ヂつ

巨乙勉

450C把保つ（凝固防止）

－一斗 ▲放置 3分 凝固する
ふたをする → 軽くゆり動かす
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（6）菌の培養 370Cのincubateで40hrsincubate－うーる。中1日おいてコロニーを観

察・測定する。

4．結果

5．考察

Exp No．3のplateの欄にコロニーの数を記入せよ。

tansformationのexperimentについて次の諸点を考察せよ。

（1）transformationのexperimentで工～Ⅳの実験区を設けた理由ほ何か。

（2）Cp（competent）とほ菌がどのような状態にある時か？

（3）熱変性するとDNAはその構造はどうなるのか？

臼）このexpにおいてDNAがもacterまaの遺伝形質を支配する遺伝子の本体である

と結論できるか。

結果の観察

班

10 量

Ade‾

Leu‾

Arg【

Ade‾

Leu‾

Arg‾

Ade‾

Leu‾

Arg‾

蔓n㌻蔓

Ⅰ

Ade‾

Leuル

Arg‾

！ i

班
＼

Ade‾

Leu－

Arg”

Ade‾

Leu‾

Arg‾

Ade－

Leu－

Arg－

Ade－

備 考

4 班

10 圭

毒皇

102

量

2 班

10 ‡

一i．1‡FL．と冊

頂

3 班

‡

⊆ 弓

5 淡

102

6 班

10 皇 102

¶……

喜」圭－モとと…きミi

L
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転換率計算の参考例（生物部のデータ）

10

Ade・

Leu∵

Arg一

4000

2000

2000

4000

2000

2000

540

267

420

102 着 備

730

300

477

Ysll＋DNA

考

Ⅱ

Ade－

Leu・

Arg－

140

53

38

11r

Ade－

Leu－

Arg－

Ade－

Leu－

Arg一

生菌調査＜YSllonly＞

105

all

0

0

0

0

0

0

108

48

29

0

0

0

0

0

0

Ysll＋heat DNA

YSllonly

DNA only

106 妻 10ア

475 書 492 董 48 蒜叫妻Ⅵ【－〟可

転 換 率

Ade一腰鞋提琴≒6．14×105
2

Leu一選り遥坦≒2．8×105
2

Arg一腰史上些狂≒4．5×105
2

告芸諾＝1・3×10－3

】烹慧賢＝5・1×10－4
岩祭芝＝9・4×10－4

ー 62 叫

3

Cells／ml

4．8×108




