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The outline of recombinant DNA technology
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IintroducetheoutlineofrecombinantDNA technology.Themostimportanttechniques

usedinrecombinantDNA technologyare(1)specificcleavageofDNAbyrestrictionendO-

nucleases,DNA synthesisbyDNA polymeraseorreversetranscriptase,andDNA ligation

byDNA ligase,(2)DNA cloningprocedurestoutilizeplasmidsorvirusesasavectorso

thataspecificDNA fragmentcanbeamplifiedinbacteriacells,(3)nucleicacidhybridiza-

tiontoidentifythespecificsequencesand(4)DNA sequencingtodeterminethenucleotide

sequenceorclonedDNA fragments.
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遺伝子工学と医学

遺伝子操作法の導入により,酵素的 ･化学的に合成さ

れたり,細胞から抽出してきた遺伝子 DNA を自己複

製するプラスミドやファージ DNA に連結し,増殖速

度の速い大腸菌や酵母細胞に導入し,目的とする遺伝子

を増殖させ大量に得ることができるようになった.この

遺伝子操作法は,種々の技術が集大成されたものである

が,その重要なものとして次の4つに大別される技術の

発展によるものであろう.それらは,①DNAの特異的

塩基配列を認識して切断する制限酵素の発見や DNA

を合成したり,連結する酵素類の開発,㊥特異的遺伝子

DNAをベクターと呼ばれるプラスミド DNAやファ-

ジ DNA に連結し,大腸菌や酵母細胞内に導入し,大

量に増殖させる遺伝子クローニング技術の開発,③特異

的塩基配列を検出する核酸 hybridization法の確立,

および④DNA塩基配列を解析する技術の確立,であ

ろう.これら遺伝子操作の概略を,順を追 って説明す

る1卜 3)

1.遺伝子操作に用いられる辞素類

二本鎖 DNA の4-6個の特異的塩基配列を認識して

DNA鎖を切断する制限酵素といわれる一群のエンドヌ

クレアーゼがある.例えば大腸菌から得られるEcoRl

は,53,'81寺%TA左TCG喜',という2回転対称構造を認識
して DNA を切断する.6塩基認識の制限酵素では,

46-4,096塩基に1カ所,4塩基認識の制限酵素では,

44-256塩基に1カ所の割で切断部位がある計算となる.

現在精製されている100種以上にも及ぶそれぞれ異った

塩基配列を認識し切断する制限酵素を組み合わせて用い

れば,とてつも長い DNA断片を計画的に一定の場所

で切断し目的とする遺伝子を含む DNA 断片を得るこ

とができる.

また,同一の制限酵素を用いて切断した DNAは,

同一ののりしろ (粘着末端:cohesiveendと呼ばれる)

を持つことになり,相補的な塩基対を形成することによ

り,2つの DNA 断片を結合することができる.

これら制限酵素の他,DNA を連結する DNA リ

ガーゼ,DNA を合成する DNA ポリメラーゼ,逆転

写酵素などの酵素頬も,遺伝子操作には欠かすことので

きないものである.

2.ベクター DNA

薬剤耐性マーカーを持ったプラス ミドやバクテ リオ

ファージは,大腸菌の中で染色体外 DNA として自己

複製することができる.一方,目的とする特定の遺伝子

DNAを含む DNA 断片を直接細胞に導入しても,自
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己複製操置をもたないため,大腸菌の中では増殖できな

い.しかし,プラスミドやファージの DNA 分子中に

目的とする外来遺伝子を制限酵素切断などを利用して挿

入し,大腸菌の中-導入すれば,目的とする DNA 断

片をプラスミドやファージ DNA の一部として増殖す

ることが可能となる.これら組み換え体プラス ミドや

ファージ DNA は,染色体 DNA と簡単に分離して

精製することができる.また,制限酵素で組み換え体

DNA を切断することにより,目的とする DNA断片

を大量に回収することができる.このように,外来遺伝

子と結合して,宿主細胞中で増殖できる担体 DNA を

ベクターと呼ばれる.

ベクターとしてよく用いられるプラスミドに,PBR

322DNA がある.pBR322は,アンピシリンとテト

ラサイクリンの2つの薬剤耐性遺伝子をもつ 4,362塩基

対の環状 DNA である.制限酵素 HindⅢ,BamHl,

告alI,EcoRIの切断部位が1カ所ずつ存在し,Hind

皿,BamHl,SalI部位に外来遺伝子が挿入されると

テトラサイクリン耐性が消失する.また,PstI部位に

外来遺伝子が挿入されるとアンピシリン耐性が消化する

ので,pBR322の組み換え体をスクリーニングするの

に挿入失活法を用いることができる.

一方,ファージベクターは,17ァ-ジに由来するも

のがよく用いられている.1ファージは,48,000塩基長

の二本鎖 DNAで,その半分程度の領域は,複製 ･増

殖には必須ではなく,これらの部分を適当な制限酵素で切

除し,目的とする外来 DNA と置き換えることができ

る.ファージ DNA をベクターとして用いる利点は,

20,000塩基長くらい長い DNA断片でも挿入できるこ
と,一度に大量の組み換え体 DNA をもつファージを

スクリーニングできること等である.

外来遺伝子 DNA として用いられる DNA 断片は,

染色体 DNA を制限酵素で切断 して得られたものの他,

mRNA から合成した二本鎖 DNAや人工的に合成し

た二本鎖 DNAが用いられる.

3.Hybridi2:ation法

DNA溶液を 100oCに熟 したり,pHが13以上の強

アルカリ性にすると,二本鎖構造を形成する水素結合が

切れ,一本鎖 DNA-と解離する.これを DNA の

変性というが,この変性は不可逆ではなく,65oCで適

当な条件に保つと,再びもとの二本鎖を形成することが

知られた.この現象を re-naturation又は hybridi-

zationと呼ばれる.これと同様なことが,相補的な塩

基配列をもつ 2つの一本鎖核酸の問でも生 じる.この
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hybridizationの時,放射化標識した DNAや RNA

(プローブと呼ばれる)を用いると,その塩基配列と相

補的な DNAや RNAの検出を行うことができる.

この hybridization法を利用して目的の遺伝子 DNA

を持つコロニーの検出を行うのを,Colonyhydridi1

2:ation法4)という.ニ トロセルロースフィルター上に

ふやした大腸菌のコロニーをアルカリ処理し,DNA を

フィルタ-上に固定し,プローブと hybridiEationを

行う.ここで用いるプローブは,mRNAから合成した

cDNA や,その蛋白質のアミノ酸配列から予想される

合成オリゴヌクレオチドなどを用いる.大腸菌のコロ

ニーが用いたプロ-ブと相補的な塩基配列の DNA を

もっていれば,オートラジオグラフィーにより目的とす

るクローンを特定することができる.

同様にして,ファージ DNA を用いて特定の遺伝子

をもつクローンを特定する方法は,plaquehybridization●
法5)と呼ばれる.寒天培地表面に広げられたファージ溶

菌斑を,ニトロセルロースのフィルターに移し,フィル

ターをアルカリ処理した後,熱処理を行うと, ファー

ジ DNAがフィルター上に固定される.このファージ
?

DNA と放射化ラベルしたプローブとの hybridization

により,目的とする遺伝子をもつファージ組み換え体を

選び出すことができる.

また,Southern6) により開発 された Southern

blotting法を用いることにより,目的とする遺伝子の

制限酵素断片を同定することができる.すなわち,DNA

を適当な制限酵素により切断し,寒天電気泳動により各

DNA断片を大きさにより分離した後,寒天からDNA

をニトロセルロースフィルターに拡散により移し,この

フィルターを標識したプローブと hybrization させる

ものである.オートラジオグラフィーを行うことにより,

目的とする遺伝子の存在と大きさなどの構造解析を行う

ことができる.

4.DNA の塩基配列決定法

遺伝情報は DNA を構成する4つの塩基の配列順序

によって決められている.この DNA塩基配列の決定

法は,Maxam と Gilbertにより開発された化学的分

解法71と Sangerらにより開発された DNA 鎖伸長

阻止法8)の2つが用いられている.

化学的分解法は,末端を標識した DNA断片を DNA

の塩基特異的な反応により､修飾し,その修飾された位置

から DNA鎖を切断する反応を用いたものである.G

は,ジメチル硫酸でメチル化修飾が DNA 鎖上でラン

ダムに1回生じるような反応条件下で反応させ,ピペリ

ジン存在下熟処理することにより DNA 鎖が G の位

置で切断される.DNAの末端から修飾された G に至

るすべての長さの DNA 断片が得られる.これを,ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動により DNA 断片を分

離する.これと同様なことを A,T,C,について行えば
順次 32p-末端ラベルに近い位置からの DNA 塩基配

列が決定される.ここで A は G と同時にギ敢酸性下

で脱プリン反応を起こし,ピペラジン存在下熱処理する

ことにより,A と G で切断される.また,ピリミジン

塩基はヒドラジンによる閉環反応を用いる.Tと Cは

塩のない条件下で修飾され,高塩濃度下では C のみが

修飾され閉環する.これをピペリジン存在下熟処理する

ことによりDNA は切断される.

DNA鎖伸長阻止法は,DNA ポリメラーゼⅠが一本

鎖 DNA を鋳型として相補的な DNA 鎖を合成する

時,dNTP(A,G,T,C)(少なくとも1つは 32p-ラベ

ルした前駆体を用いる)の各々の塩基に特異的な2′,3'-

ジデオキシ体をとり込ませ,ヌクレオチドの伸長をある

確率で停止させることを利用するものである.たとえば,

ddATPを反応液に加えておくと.dATPがとり込ま

れる時に一定の確率で ddATPが取 り込まれ,DNA

鎖の伸長が停止する.反応終了後,ゲル電気泳動により

伸長した DNA をオートラジオグラフィーで測定すれ

ば,DNA鎖上の dATPの取り込まれる位置が分かる.

同様なことを ddCTP,ddTTP,ddGTP について行

えば,鋳型 DNA に対する相補的な塩基配列がプライ

マー DNA に近いところから順次決定される.

以上遺伝子操作の概略について述べたが,これら技術

を用いることにより,遺伝子の構造と機能の解析,蛋白

性ホルモンやワクチンなどの有用物質の大腸菌での生産,

遺伝子診断や遺伝子治療へと応用されるものであり,こ

れらについての最先端の研究については,以下三人の先

生方からの御報告にもある通りである.
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