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1 ༀࢼɾ۩ثݧ࣮

ޙ࢝։ݧࢼ 5 ؒͰɺҎԼͷ࣮ثݧ۩ࢼༀ͕ଗ͍ͬͯΔ͔֬ೝ͠ͳ͍͞

ʢ֬ೝͰ͖߲ͨͷ˘ʹ!Λॻ͖ೖΕͳ͍͞ʣɻ

Γͳ͍ͷ͕͋ͬͨ߹ɺڍखΛͯ͠Βͤͳ͍͞ɻ5 ͍ͯͮؾʹޙɺରԠ͠ͳ͍ɻ

˘ ϐϖοτϚϯ P-20 ɹ͜ͷϐϖοτϚϯͷ࠷খ༰ྔ 2 µL Ͱ͋Δɻ

˘ ϐϖοτϚϯ P-200 ɹ͜ͷϐϖοτϚϯͷ࠷খ༰ྔ 20 µL Ͱ͋Δɻ

˘ ණശ

˘ ঢ়ೋຊ DNA ༹ӷ (ණதɺϑλʹ Ð ͱදهɺ15 µL ೖ͍ͬͯΔ)

˘ PCR அย༹ӷ (ණதɺϑλʹ P ͱදهɺ੨৭ͷ༹ӷɺ85 µL ೖ͍ͬͯΔ)

˘ 2 ഒೱॖɹ߬ૉԠ༹ӷ (ණதɺϑλͷࢧ͕͘ࠇృΒΕͨ৭ͷ༹ӷɺ16 µL ೖ͍ͬͯΔ)

˘ ७ਫ (ϑλʹਫͱදهɺ800 µL ೖ͍ͬͯΔ)

˘ ਖ਼ৗରর (ණதɺϑλʹ M ͱදهɺ10 µL ೖ͍ͬͯΔ)

˘ ۭͷνϡʔϒ 2 ຊ (ϑλʹԿॻ͔Ε͍ͯͳ͍)*1

˘ νοϓɹ 1 ശ

˘ ثνοϓɾνϡʔϒΛೖΕΔࡁ༺

˘ νϡʔϒཱͯ (७ਫͳͲͷνϡʔϒ͕طʹཱ͍ͬͯΔ)

˘ ӭಈ૧ؾి

˘ ΞΨϩʔεήϧɹطʹӭಈ૧ʹηοτ͞Ε͍ͯΔɻ

˘ ӭಈόοϑΝʔɹ 300 mL

˘ खା*2

˘ ి

˘ ϚδοΫ

˘ ӭಈࡁήϧΛͤࡌΔτϨʔ (ϓϥενοΫγϟʔϨ)

˘ อڸ؟ޢ

*1 ༧උʹ͢ΔͳΓ࿅श͢ΔͳΓଞͷ༻్ʹ͢ΔͳΓɺࣗ༝ʹ͍ͳ͍͞ɻ
*2 ͔ΏΈ͔ͿΕΛ͡ײΔਓʹϏχʔϧखାΛ͢ΔͷͰɺਃ͠ग़Δ͜ͱɻ

1



2 ҙ߲ࣄ

1.·ͣɺຊจશମΛ௨ͯ͠ಡΈɺશମͷ࣮ٴݧͼղͷܭըΛ࿅ͬͯ
͔Βۀ࡞ʹҠΓͳ͍͞ɻ͢ݧ࣮ʹޙ࠷Δ͕ؒ࣌ແ͘ͳͬͯɺٹ
ાஔແ͍ɻࡁ

2. ͳ͍͞ɻ͠ʹߟࢀɻඞཁʹԠͯͨ͡͠هʹΛදޠͷ಄ܥ୯Ґࡍࠃ

಄ޠ ୯Ґ 10n

ɹϛϦ (milli) m 10−3

ɹϚΠΫϩ (micro) µ 10−6

ɹφϊ (nano) n 10−9

ɹϐί (pico) p 10−12

3. ຊʹ͓͍ͯɺΞϘΨυϩ 6.0× 1023 ͱ͢Δɻ

4. ຊʹ͓͍ͯɺ1 Ԙجରͷฏۉྔࢠ 660 ͱ͢Δɻ

5.h DNA ͷࢠʱͱ͍͏ݴ༿͕ࠞཚΛট͘߹͕͋Δɻೋຊ DNA Λ 1 ࢠͱΈͳ͔͢ɺҰ

ຊ DNA Λ 1 ࢠͱΈͳ͔͢Ͱղऍ͕มԽ͠ɺલऀͰ 1 ࢠͱΈͳ͞Εͨͷ͕ऀޙͰ 2

ࢠͱͳͬͯ͠·͏ͷͰ͋ΔɻಛʹஅΓͷͳ͍ݶΓɺຊʹ͓͍ͯೋຊDNAΛ 1ࢠͱ

Έͳ͠ɺҎ߱ͷจষΛಡΈਐΊͳ͍͞ɻ

6. ֤ࣗͷखݩʹ͋Δࢼༀͷ࠶ߦΘͳ͍ͷͰɺจΛख़ಡͯؒ͠ҧ͍ͷແ͍Α͏࣮ݧΛਐ

ΊΔ͜ͱɻ

7. ϐϖοτϚϯߴՁͳ࣮ثݧ۩Ͱ͋Δɻڐ༰͞ΕͨൣғΛ͑ͯΛճ͢ͱյΕΔͷͰɺઈ

ରʹͯͬߦͳΒͳ͍ɻ

8. ͕֊ॿһʹ͢ஈิݧαϯϓϧΛ࣮ݧதʹ֤ࣗͷ࣮ݧࢼ 2 ͔ॴ͋Δɻจதʹࣗͷબख൪

߸໊ࢯΛॻ͘Α͏ʹࣔ͞ࢦΕ͍ͯΔͷͰɺͦͷࣔࢦʹै͏͜ͱɻ͜ͷࣔࢦʹैΘͣʹ

ͷ͠Α͏͕ແ͍ɻ࠾ෆ໌ʹͳͬͨαϯϓϧݩ

9. ݧʹͳ͍ͬͯΔ͕ɺ࣮ߏҙ͢Δ͜ͱɻӭಈ૧҆શΛ֬อ͢Δʹిײதʹ࠷ӭಈͷؾి

͢Δ͕ͦऀࣄͷΈΛཧղ͠ͳ͍ݶΓɺෆྀͷނࣄ͍ͭͰ͜ىΓ͏Δɻ

2



3 ๏ޫޫٵ

3.1 ͡Ίʹ

༹ӷதʹؚ·ΕΔ DNA ͷೱΛଌఆ͢Δ͜ͱɺࢠੜֶ࣮ݧͷதͰجຊதͷجຊͷૢ࡞Ͱ

͋Δɻ༹ӷʹ༹͚͍ͯΔ DNA ͷೱΛଌఆ͢Δ࣮ݧख๏ʹɺޫޫٵ๏͕͋Δɻ͜͜ͰͷΑ͏

ʹɺΒͣಁ໌͕ͩ৭ͷ༹͍ͭͨӷ͕͋ͬͨͱ͢Δɻಁ໌ͳ༰ثʹ͜ͷ༹ӷΛೖΕɺ͔ͭɺͦ͜ޫ

Λͯͨͱ͖Λ૾ͯ͠ΈΑ͏ɻ༹͠ӷ͕શʹແ৭Ͱ͋Εɺޫૉ௨͠Ͱಁա͢ΔͩΖ͏͠ɺ

༹ӷʹ৭͕͍͍ͭͯΕɺͦͷ৭ͷೱ͞ʹԠͯ͡ಁաޫͷྔݮਰ͢ΔͩΖ͏ɻ

ࢠʹԠͯ͡ಛఆͷͷޫ͕ߏͷࢠΛͯΔͱɺͦͷޫʹࢠΔ͢ࡏɺ༹ӷதʹଘʹࡍ࣮

ऩ͞ΕΔ͜ͱ͕ΒΕ͍ͯΔɻͭ·Γɺ͋Δ༹࣭͕ղ͍ͯ͠Δ༹ӷதͷ࣭ೱΛௐ͚ͨΕٵʹ

ɺͦ͜ʹޫΛͯɺͦͷ࣭͕ٵऩ͢Δಛఆͷʹ͓͚ΔೖࣹޫͷྔͱಁաޫͷྔΛൺֱ͢Ε

ྑ͍ͷͰ͋Δɻ

͜͜Ͱɺ༹ӷʹ͋ͯΔޫͷ͞ڧΛ I0ɺ ಁաޫͷ͞ڧΛ I ͱ͢Δɻͨͩ͠ɺޫͷͱޫ࿏Ұ

ఆͱ͢Δɻ͜͜Ͱ I0 ͱ I ͷൺΛऔΔͱɺͦͷ༹ӷதͷೱʹରͯ͠ࢦؔతʹมԽ͢Δ͜ͱ

͕ΒΕ͍ͯΔɻैͬͯ I0 ͱ I ͷൺͷରΛऔΓɺͦΕΛޫٵ (Absorbance, A) ͱఆٛ͢Δͱɺ

ޫٵ A αϯϓϧೱʹରͯ͠ൺྫؔʹ͋Δɻ

͜ΕΛࣜͰද͢ݱΔͱɺ

ޫٵ A = log
I0
I

= (࣭ʹಛ༗ͷఆ)× (ޫ࿏)× (༹ӷதͷαϯϓϧೱ)

ͱͳΔ*3ɻҎ্ͷ͜ͱ͔Βɺಉ͡ଌఆ༰ثΛ͍ଓ͚ΔݶΓɺޫٵ༹ӷதͷαϯϓϧೱͱൺ

Δͱཧղ͢Εྑ͍ɻ͋ʹؔྫ

DNA ༹͕ղ༹ͨ͠ӷਓؒͷͰͯݟແ৭ಁ໌ͷ··͕ͩɺ֩ࢎ 260 nm Λ࠷େٵऩͱ

ͯ͠ޫΛٵऩ͢Δ͜ͱ͕ΒΕ͍ͯΔɻै༹ͬͯӷதͷ DNA ೱΛௐ͍ͨ߹ɺ 260 nm ͷ

ޫΛরࣹ͠ɺͦͷೖࣹޫͱಁաޫͷྔൺΛଌఆ͢Δ͜ͱͰޫٵΛಘͨͷͪʹɺೱΛࢉग़͢Δ͜ͱ

͕Ͱ͖Δɻ

*3 ͜ͷؔΛ Lambert-Beer ͷ๏ଇͱݺͿɻ
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3.2 ઢۂޫٵͷࡍ࣮

ঢ়ೋຊΔ͍༺ʹݧճͷ࣮ࠓ DNA ͷޫٵଌఆ݁ՌΛਤ 1 ʹࣔͨ͠ɻ·ͨߟࢀͱͯ͠ɺҰൠ

తͳλϯύΫ࣭ͷޫٵଌఆ݁ՌΛਤ 2 ʹࣔͨ͠ɻ

ਤ 1: ঢ়ೋຊճ༻͍Δࠓ DNA ͷޫٵଌఆ݁Ռ

ਤ 2: ҰൠతͳλϯύΫ࣭ͷޫٵଌఆ݁Ռ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ
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ɹ

ɹ

ɹɹɹɹɹɹ

ɹɹɹɹɹɹɹɹɹɹɹɹ

3.3 ɿޫٵ͔Β DNAͷೱͱ७Λࢉग़͢Δ

 260nm ͷޫٵ͕ 1.0 ͷͱ͖ɺ༹ӷதͷೋຊ DNA ೱ 50 µg/mL Ͱ͋Δ͜ͱ͕ΒΕ

͍ͯΔɻ͜ͷ͜ͱ͔Βɺ͜ͷঢ়ೋຊ DNA ͷೱ (ng/µL) ΛٻΊͳ͍͞ɻখୈҰҐΛ

ೖͯ͠Ͱ͑ͳ͍͞ɻޒࣺ࢛

·ͨɺ( 260nm ͷޫٵ) ʸ ( 280nm ͷޫٵ) Λ͠ࢉܭɺখୈࡾҐΛޒࣺ࢛ೖͯ͠ղ

ཝʹهೖ͠ͳ͍͞ɻ͜ͷɺ֩ࢎͷ७Λਪఆ͢Δ؆ศͳࢦඪͱͳΔ͜ͱ͕ΒΕ͍ͯΔɻ͜ͷ

ɺҰൠతʹ r ͱݺΕ͍ͯΔɻ

3.4 ɿDNAͷ७ʹؔͯ͢͠ߟΔ

༹֩͠ࢎӷʹλϯύΫ࣭͕ࠞೖ͍ͯͨ͠߹ɺr ͷͲͷΑ͏ʹมԽ͢Δ͔ਪఆ͠ɺ͡ͳ

͍͞ɻ
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4 DNAΛ੍߬ݶૉॲཧ͢Δ

͜͜Ͱɺ3.3 ͰೱΛࢉग़ͨ͠ঢ়ೋຊ DNA Λ࣮߬ݶ੍ʹࡍૉͰஅ͠Α͏ɻ੍߬ݶૉԠ

ʹ DNAɺ߬ૉԠ༹ӷ (߬ૉͱԘɺpH ௐࡎ͕ೖ͍ͬͯΔ) ͱ७ਫ͕ඞཁͰ͋Δɻࠓճ

DNA ͷऴೱ͕ 125 ng/µL ͷ༹ӷΛ 32.0 µL ௐ͢Δ͜ͱʹ͢Δɻ

4.1 ɿঢ়ೋຊ DNAΛ੍߬ݶૉͰஅ͢ΔͨΊʹɺԠ༹ӷΛௐ͢Δ

·ͣɺԠνϡʔϒʹՃ͑Δ DNAɺ߬ૉԠ༹ӷ ͷࢴ༺ɺ७ਫͷ༰ྔΛղ(ࡁૉఴՃ߬ݶ੍)

දʹখୈҰҐ·Ͱهೖ (গୈ 2 ҐΛޒࣺ࢛ೖ) ͠ͳ͍͞ɻ

Γͳ͍͞ɻ߬ૉԠ༹ӷ࡞ɺҰཡදʹै༹ͬͯӷΛࠞ߹͠ɺԠαϯϓϧΛʹ࣍ (ࡁૉఴՃ߬ݶ੍)

ͷνϡʔϒʹɺ߬ૉԠ༹ӷ (ࡁૉఴՃ߬ݶ੍) ͕ਖ਼֬ʹ 16.0 µL ೖ͍ͬͯΔɻ͜ͷνϡʔϒʹର

ͯ͠ଞͷ༹ӷΛՃ͑ͯࠞ߹͠ɺԠαϯϓϧͱ͠ͳ͍͞ɻࠞ߹ޙɺνϡʔϒΛ্ख͘ৼ༹ͬͯӷΛ

νϡʔϒͷఈ·Ͱམͱ͠ͳ͍͞ɻ͜ΕΒͷۀ࡞Λऴ͑ͨΒɺνϡʔϒͷϑλʹࣗͷબख൪߸Λॻ͖

ͳ͍͞ɻνϡʔϒͷϑλʹࣗͷબख൪߸Λॻ͍ͨޙɺखΛิݧ࣮ͯ͛ڍॿһΛݺͼɺαϯϓϧΛճ

ऩͯ͠Β͍ͳ͍͞ɻ࣮ิݧॿһ܅ͷαϯϓϧΛ 37◦C Ͱ 10 อԹɺͦͷޙɺߋʹ 65◦C Ͱ 10 

อԹͨ͠ͷͪʹɺ܅ͷͱαϯϓϧΛฦ٫͢Δɻ
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5 PCRΛͨ͏ߦΊͷ࣮ܭݧը

5.1 PCRͷ֓ཁ

PCR (Polymerase Chain Reaction) ඇৗʹ൚༻ੑ͕͘ߴɺݱͷੜ໋ՊֶڀݚʹෆՄܽͳ࣮ݧ

ख๏Ͱ͋Δɻ͜ͷ࣮ݧͷҰ൪ͷརײ͕͍͜ߴͱͰ͋Δɻඦ͔ΒઍԘجରͷ DNA அยΛಘ

͍ͨ߹ɺͦͷ DNA அย૿෯ͷͨΊͷಛҟతͳϓϥΠϚʔͱۃඍྔͷரܕ DNA ͑͋͞Εɺجຊ

తʹҙͷ DNA அยΛ PCR ʹΑͬͯಘΔ͜ͱ͕Ͱ͖Δɻਤ 3 ʹɺPCR ͷԠαΠΫϧͷ֓ཁ

Λࣔ͢ɻ

ਤ 3: PCR ͷԠαΠΫϧͷ֓ཁ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ
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ɹɹɹɹɹ
5.2 ɿPCRϓϥΠϚʔΛઃ͢ܭΔ

ਤ 4 ʹɺ͋Δ֩ݪੜ͕อ࣋͢ΔҨࢠपลͷ DNA ྻΛࣔͨ͠ɻ͜ͷҨ͔ࢠΒసࣸɾ༁͞

ΕΔλϯύΫ࣭ɺ360 ίυϯࢭίυϯ͔Βऴ࢝ͷ։ࢠ͞ΕΔɻ͜ͷҨߏΑͬͯʹࢎͷΞϛϊݸ

·Ͱͷ DNA ྻΛ PCR Ͱ૿෯͍ͨ͠ɻͦͷࡍɺͲͷΑ͏ͳྻͷϓϥΠϚʔΛ༻͍Εྑ͍͔֤

ࣗͰઃ͠ܭɺղཝʹهೖ͠ͳ͍͞ɻͳ͓ɺઃ͢ܭΔϓϥΠϚʔͷ͞ 18 Ԙجͱ͢Δɻղʹ͋

ͨΓɺԘجྻࠨΛ 5ʟଆɺӈΛ 3ʟଆͱͯ͠ղཝʹهೖ͠ͳ͍͞ɻ·ͨɺҨ҉߸දΛ͢ࡌܝ

ΔͷͰߟࢀʹ͠ͳ͍͞ɻ

·ͨɺਤ 4 ʹࣔͨ͠Ԙجྻసࣸͷ݁ՌಘΒΕΔ mRNA ͱಉҰͷྻ (ηϯε) Ͱ͋Δɻస

ࣸͷࡍʹரܕͱͳΔ (Ξϯνηϯε) ͷྻͰͳ͍͜ͱʹҙ͢Δ͜ͱɻ

5.3 PCRஅยͷೱΛ؆ศͳ࣮ݧͰਪଌ͢Δํ๏

͍͍ͨͯͷ߹ɺPCR ͷ݁ՌಘΒΕͨ DNA அยͷ͞Λٞ͢Δ͜ͱ͕ଟ͍ɻ͔࣮͠͠ࡍͷݚ

ͰɺPCRஅยͷڀ DNA ʢྔͭ·Γɺ༹ ӷதͷ PCRஅยͷೱʣΛΔ͜ͱ͕ඞཁͳͱ͖͋Δɻ

ͪΖΜɺઌड़ͷΑ͏ʹޫٵଌఆΛ͑ߦ༹ӷதͷ DNA ೱ͕໌͢Δ͕ɺਖ਼֬Ͱͳ͘ͱྑ͍

߹ʹɺೱطͷ DNA αϯϓϧͱൺֱ͢Δ͜ͱͰɺ͓͓ΑͦͷೱΛੵݟΔ͜ͱ͕Ͱ͖Δɻ

ʹ͑ݟͳ͍ DNA ΛՄࢹԽ͢ΔͨΊʹɺषԽΤνδϜͳͲͷࢼޫܬༀ͕༻͍ΒΕΔɻ͜ΕΒͷ

Խ߹ DNA ͷೋॏΒͤΜߏʹೖΓࠐΈɺࢵ֎ઢরࣹʹΑͬͯޫܬΛൃ͢Δ*4ɻೋॏΒͤΜߏ

͕͍΄Ͳɺ͘͠ DNA ͷࢠ͕ଟ͍΄ͲɺೋॏΒͤΜߏʹೖΓࠐΉࢼޫܬༀͷྔଟ͘ͳ

Δɻͭ·ΓɺDNA ΛࢼޫܬༀͰછ৭͠ɺࢵ֎ઢΛরࣹͯ͠ՄࢹԽͨ͠ޫܬͷ͞ڧɺͦ͜ʹଘ͢ࡏ

Δ DNA ྔʹൺྫ͢ΔͷͰ͋Δɻ

*4 ༀΛ༻͍Δ͜ͱͱ͢Δɻࢼޫܬͱ͍ΘΕΔผͷ͍ߴճषԽΤνδϜͰͳ͘ɺΑΓ҆શੑ͕ࠓ
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ਤ 4: ͋Δ֩ݪੜ͕อ࣋͢ΔҨࢠपลͷ DNA ྻ
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6 ૉʹΑΔ߬ݶ੍ DNAͷஅͱిؾӭಈ

5.2Ͱઃͨ͠ܭϓϥΠϚʔΛ༻͍ͯಘΒΕͨ PCRஅยͷ͓͓ΑͦͷೱΛɺ3.2Ͱೱܾఆͨ͠

ঢ়ೋຊ DNA Λ༻͍ͯٻΊ͍ͨɻͦͷͨΊʹɺҎԼͷ࣮ݧΛͨ͑ߟɻ

3.3ɺ4.1 Ͱ༻͍ͨঢ়ೋຊ DNA ͷ੍߬ݶૉਤΛਤ 5 ʹࣔͨ͠ɻਤதʹɺ੍߬ݶૉͰΕΔ

Ґஔ͕ࣈͰࣔͯ͋͠Δɻ͜ͷ੍߬ݶૉԠࡁΈͷ DNA Λిؾӭಈʹ͢ڙΔɻͦͷࡍɺྲྀ͢ DNA

ͷྔΛԿ௨Γ͔ஈ֊తʹมԽͤ͞ɺͦΕΛฒͯిؾӭಈ͢Δ͜ͱΛ͑ߟΔɻ͔ͭɺಉ͡ΞΨϩʔε

ήϧͷผͷ݀ʹೱະͷ PCR அยΛ͗ೖΕɺҰॹʹిؾӭಈΛ͏ߦͱ͍͏࣮ܭݧըͰ͋Δɻ

ਤ 5: ঢ়ೋຊΔ͢ڙʹӭಈؾి DNA ͷ੍߬ݶૉਤ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹ

ɹɹɹɹ

6.1 ঢ়ೋຊૉॲཧͨ߬͠ݶ੍ DNAͷిؾӭಈ݁ՌΛ༧ଌ͢Δ

6.1.1 ɿ੍߬ݶૉԠʹΑͬͯಘΒΕΔ DNAஅยͷͱɺͦͷ͞Λ͢ࢉܭΔ

4.1 ͷ੍߬ݶૉԠʹΑͬͯɺԿ௨Γͷ DNA அย͕ಘΒΕΔͩΖ͏͔ɻ·ͨɺ֤ʑͷ DNA அย

ͷͲ͏ͳΔͰ͋Ζ͏͔ɻ͍ॱʹฒ͠ɺҰཡදʹͯ͠هೖ͠ͳ͍͞ɻͨͩ͠ɺࠓճͷ੍ݶ

߬ૉԠʹΑͬͯ DNA શʹԠͨ͠ͷͱ͢Δ*5ɻ

6.1.2 ɿ੍߬ݶૉԠʹΑͬͯಘΒΕΔ DNAஅยͷిؾӭಈ݁Ռ༧ଌ

6.1.1 ͷʹै͍ɺঢ়ೋຊ DNA ӭಈͰಘΒΕΔόϯυύؾαϯϓϧͷిࡁૉԠ߬ݶ੍

λʔϯΛ༧ଌ͍ͨ͠ɻղཝʹै͍ɺ6.1.1 ͷஅยΛॎ࣠ͱͨ͠ਤΛ࡞͠ͳ͍͞ɻ

*5 ͭ·Γɺ෦ফԽͳ͔ͬͨͷͱ͢Δɻ
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6.2 DNAΛΞΨϩʔεిؾӭಈʹ͔͚Δ

6.2.1 ɿՃ͑Δঢ়ೋຊ DNAͷ༰ྔΛ͢ࢉܭΔ

ϩʔσΟϯάόοϑΝʔ͕ೖ͍ͬͯΔ*6ɻ͜ͷαϯϓϧ͔ΒదྔʹطૉԠαϯϓϧʹɺ߬ݶ੍

औΓɺΞΨϩʔεήϧͷ݀*7ʹҎԼͷྔͷ DNA ͕͗ࠐ·ΕΔΑ͏ʹ͠ͳ͍͞ɻॱ൪͔ࠨΒҎԼ

ͷ௨ΓͰ͋Δɻਤ 6 Λߟࢀʹ͠ͳ͍͞ɻͳ͓ɺ͜ͷ࣌Ͱ 5 ൪Ҏ߱ͷ͕݀༨Δ͕ɺͦΕͰྑ͍ɻ

1. ਖ਼ৗରর (10 µLɺνϡʔϒͷ༹ӷΛશྔՃ͑ͳ͍͞)

2. 500 ng ͷ DNA

3. 1000 ng ͷ DNA

4. 2000 ng ͷ DNA

·ͣɺ࣮ࡍʹ֤ʑԿ µL औͬͯ͗ೖΕΕྑ͍͔͠ࢉܭɺղཝʹهೖ͠ͳ͍͞ɻ

ਤ 6: ΞΨϩʔεήϧɹ݀Λ্ʹͯ͠ɺ͔ࠨΒॱ൪ʹ݀Λ͑Δɻ

ɹɹ

ɹɹɹ

ɹ ɹ ɹ

ɹ

ɹ ɹ ɹ

ɹɹ

ɹ ɹ ɹ

ɹɹɹ

ɹ ɹ ɹ

ɹɹɹ

ɹ ɹ ɹ

ɹ ɹ ɹ

ɹ ɹ ɹ

ɹɹ

ɹ ɹ ɹ

ɹɹɹ

6.2.2 ɹ PCRஅยͷӭಈܭըΛཱͯΔ

ճͷࠓ PCR Ͱɺ200 µL ͷԠӷதʹͦΕͧΕ 10 ng ͷϓϥΠϚʔΛՃ͑ͯԠͤͨ͞ɻPCR

αϯϓϧͻͱͭͷ݀͋ͨΓԿ µL Ճ͑Εྑ͍ͩΖ͏͔ɻ༨ͬͨ݀ࣗ༝ʹ͍ྑͯͬɻిؾӭಈ

ೖ͠ͳ͍͞ɻهʹࢴ༺ͷաఔ͕͔ΔΑ͏ʹղߟࢥըΛཱͯɺܭͷݧ࣮

ճͷࠓ PCRαϯϓϧɺPCRޙʹϩʔσΟϯάόοϑΝʔΛՃ͑ͨঢ়ଶͰఏ͞ڙΕ͍ͯΔ*8ɻ্

ɻ·ͨɺ݀ʹೖΔӷମͷ༰͍ྑͯ͠ࢹճՃ͑ͨϩʔσΟϯάόοϑΝʔͷྔΛແࠓɺࡍͷࢉܭͷه

ྔʹ্͕͋ݶΔɻ20 µL ͗ೖΕΑ͏ͱͨ͠߹ɺ͋;Εग़ΔՄੑ͕͋Δɻ

*6 ͭ·Γɺ͜ͷ··͙͢ʹిؾӭಈʹ༻͍Δ͜ͱ͕Ͱ͖Δ
*7 ઐతʹʮΣϧʯͱݺͿɻ
*8 ͭ·Γɺ͜ͷঢ়ଶͰ͙͢ʹిؾӭಈʹ༻͍Δ͜ͱ͕Ͱ͖Δ
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6.2.3 ӭಈΛ͓͜ͳ͏ؾిʹࡍ࣮

Λྑ͘ཧղͯ҆͠શΛ৺͕͚ͳ͍͞ɻΞΨϩʔεήϧߏӭಈஔͷؾɺిʹࡍΔ͢࡞ૢʹࡍ࣮

ؾిʹطӭಈஔʹΊࠐ·Ε͍ͯΔɻ্͔ͦ͜ΒΏͬ͘ΓͱӭಈόοϑΝʔΛશͯ͗ࠐΈ

ͳ͍͞ɻӭಈஔͱήϧͱͷؒʹۭ͕ؾೖΔ͜ͱ͕͋Δ͕ɺͦͷۭ࣌ͯ͠ؾΛ͍ग़͠ͳ͞

͍ɻӭಈόοϑΝʔ͕ήϧද໘·Ͱਁ͍ͬͯΔ͜ͱΛ֬ೝ͠ͳ͍͞ɻ

શͯͷαϯϓϧΛܭը௨Γʹ͗ࠐΈɺ͔ͭɺશͯͷ४උͱઢΛࡁ·͔ͤͯΒɺ௨ి࣌ͷిѹΛ

100V ʹઃఆ͠ɺిؾӭಈஔͷεΠονΛ ON ؒ࣌ӭಈͷ௨ిؾͳ͍͞ɻి͍ߦӭಈΛؾిͯ͠ʹ

ɺ͍͍ͩͨ 30 ఔͩͱࠐݟ·ΕΔɻαϯϓϧόοϑΝʔͷԫ৭͕ήϧͷʹୡͨ͜͠ͱΛ֬

ೝͨ͠ΒɺిؾӭಈΛࢭΊͳ͍͞*9ɻͦΕͱલͯ͠ޙɺϓϥενοΫγϟʔϨͷԑʹࣗͷબख൪߸

ͱ໊લʢΧλΧφʣΛϚδοΫͰهೖ͓͖ͯ͠ͳ͍͞ɻ

खାΛͨ͠खΛͯͬήϧΛӭಈ૧͔ΒऔΓग़͠ɺήϧͷܕ͝ͱϓϥενοΫγϟʔϨʹͤͳ

͍͞ɻͦ͜·Ͱग़དྷͨΒɺपғͷ࣮ิݧॿһʹڍखͰ߹ਤ͠ͳ͍͞ɻ࣮ิݧॿһ͕ࣸਅΛࡱӨͯ͘͠

ΕΔɻࡱӨޙͷࣸਅΛ࣮ิݧॿһ͔Βड͚औΓͳ͍͞ɻ

*9 ຊདྷԫ৭͕શମͷ 4/5 ఔʹୡ͢Δ·Ͱ௨ి͢Δ߹͕ଟ͍ɻैͬͯɺͪΐ͏Ͳͱ͍͏͜ͱʹͩ͜ΘΔඞཁແ͍ɻ·ͨɺؒ࣌ͷ߹Ͱ

ʹୡ͍ͯ͠ͳͯࣸ͘ਅࡱӨࣗମՄͰ͋Δɻ͔͠͠௨ి͕͍ؒ࣌ͱ DNA ͷ͕ෆ໌ྎʹͳΔՄੑ͋ΔͷͰɺ͜ͷ߹ࣗݾ

Ͱ͋Δ
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7 Δੵݟӭಈͷ݁Ռ͔ΒɺPCRஅยͷೱΛؾి

7.1 ɿೱະͷ PCRஅยͷೱΛੵݟΔ

ɺೱະͷ͠؍ӭಈͷ݁ՌͷࣸਅΛؾి PCR அยͷೱ (ng/µL) ΛੵݟΓͳ͍͞ɻ·ͨɺ

ॳͷνϡʔϒʹೖ͍ͬͯͨ࠷ PCR அยͷྔ (µg) ΛٻΊͳ͍͞ɻߟࢥաఔࢉܭͷաఔهೖ͠ͳ

͍͞ɻ

7.2 ɿPCRͷαΠΫϧΛࢉग़͢Δ

ճͷࠓ PCR ԠͰɺ࠷ॳͷԠ༹ӷʹரܕͱͳΔೋຊ DNA ͕ 10 ࢠଘ͍ͨͯ͠ࡏͱ͢Δɻ

ॳͷνϡʔϒʹೖ͍ͬͯͨ࠷ PCRஅยͷྔ (µg)ΛಘΔͷʹɺཧతͳڥԼͰ PCRͷԠαΠΫ

ϧ࠷ͰԿճඞཁ͔͠ࢉܭɺͰ͑ͳ͍͞ɻ

Ҏ্ɺऴΘΓ
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 Chara globularis 
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 Amborella trichopoda  
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 Ranunculus sceleratus 
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