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1. はじめに
陸上植物はコケ植物、シダ植物、裸子植物、被子植物から構成され、シロイヌナズナやイネは被子植物に属している。コケ植物は、陸上植物の中で最も古くに分岐した群であり、セン類、タイ類、ツノゴケ類の3つのグループから構成されている。ヒメツリガネゴケはセン類、ゼニゴケはタイ類に属する。これら3つのグループがどのような類縁関係にあるかはまだわかっていないが、それぞれが約4億3千年前にはすでに分かれていたことは確かである。従って、同じコケとは言っても、ヒメツリガネゴケとゼニゴケは、たかだか２億年前に分化したシロイヌナズナとイネどころではない、互いに異なった歴史を背負った植物である。

ヒメツリガネゴケは、大きさが数ミリメートルと小さいため、培養が容易であり、実験条件下での世代交代が可能でその時間は1世代約4ヶ月であるという特徴を持っている。ヒメツリガネゴケのゲノムサイズは511Mbで、染色体数は27本と推定されている。また、近年遺伝子導入系が確立され、外来遺伝子を導入した形質転換体を比較的容易に得られるようになった。さらに、ヒメツリガネゴケは植物では例外的に高い頻度で相同組換えを起こすことが示され、ヒメツリガネゴケが遺伝子ターゲティングによる機能解析に適した性質を持っていることもわかっている。

１．ヒメツリガネゴケの生活環の観察と培養方法

生活環

ヒメツリガネゴケPhyscomitrella patens (Hedw.) Bruch & Schimp. subsp. patens Tanはヨーロッパ、北米に広く分布し、従来から実験材料として用いられてきた。現在、世界で広く用いられている野性株ストレインは英国のGrasden Wood Huntingdonshireで1962年に採取されたもので、1胞子由来の系統である。日本には、亜種にあたるニセツリガネゴケPhyscomitrella patens (Hedw.) Bruch & Schimp. subsp. californica (Crum & Anderson) Tanが分布している。

ヒメツリガネゴケは、培養条件により一定の細胞分化を制御することが可能であり、短時間で明確な形態形成が起こることから細胞レベルでの観察が容易である。そのため、ヒョウタンゴケ（Funaria hygrometrica）、ヤノウエノアカゴケ（Ceratodon purpureus）とともに、配偶体の形態形成の研究材料として広く用いられてきた。ヒメツリガネゴケは、まず胞子が発芽すると、細胞が一列に並んだ原糸体（protonema）を形成する。原糸体先端の頂端細胞（apical cell）とともに、先端細胞から数細胞基部側の細胞が分裂し、新たな頂端細胞を形成する。
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胞子発芽後、最初の細胞分裂で、一次クロロネマ頂端細胞（primary chloronemal apical cell）と一次クロロネマ次端細胞（primary chloronemal sub-apical cell）を形成する。一次クロロネマ頂端細胞は菌類と類似した先端成長を行い、細胞分裂を繰り返すことにより、直線状に配列した一次クロロネマ次端細胞を形成する。一次クロロネマ次端細胞は、順次、一次クロロネマ側枝始原細胞（primary chloronemal side-branch initial cell）を形成し、この細胞が一次クロロネマ頂端細胞と一次クロロネマ次端細胞へと分裂し、平面上に一次クロロネマを成長させていく。しばらくすると、一次クロロネマ頂端細胞は、カウロネマ頂端細胞（caulonemal apical cell）へと変化する。一次クロロネマ細胞は、細胞内に丸く大きな葉緑体を密に持ち、隣接する細胞同士を隔てる細胞壁（隔壁; septa）を細胞の長軸に対して垂直に形成する。一方、カウロネマ細胞は、クロロネマ細胞から分化してできる細胞で、紡錘型の葉緑体を細胞の中にまばらに持ち、隔壁を細胞の長軸に対して斜めに形成する。カウロネマ細胞は、一次クロロネマ細胞と同じように成長していく。一次クロロネマ側枝始原細胞が通常100％一次クロロネマ頂端細胞を形成するのとは異なり、カウロネマ側枝始原細胞（caulonemal side branch initial cell）は、85−90％が二次クロロネマ頂端細胞（secondary chloronemal apical cell）、5−6％がカウロネマ頂端細胞、残りの数％が芽（bud）と呼ばれる細胞塊になるか、カウロネマ側枝始原細胞のまま発生が止まってしまう。

芽と運命づけられたカウロネマ側枝始原細胞は、丸く膨らみ、基部側に液胞がたまり、先端側は細胞質の割合が多くなる。そして、伸長方向に対して斜め方向の最初の分裂で、細胞質に富んだ茎葉体茎頂頂端細胞（gametophore shoot apical cell）と液胞に富んだ次端細胞が形成される。次端細胞は2つに分裂し、娘細胞の1つが葉原基細胞、もう一つは茎原基細胞となる。茎葉体頂端細胞が分裂することによって茎葉構造を示す茎葉体（gametophore）ができる。茎葉体の成長に伴い、適時、仮根（rhizoid）原基細胞が形成され、仮根が伸長する。また、葉の形成過程で、葉の付け根に多細胞性の毛（axillary hair）が形成される。葉は、中肋部分を除いてほぼ一層の細胞からなり、茎の中には、道束が形成される。通常、原糸体、茎葉体ともに25度で培養するが、15度で培養すると、茎葉体の茎頂に、造卵器（archegoium）と造精器（antheridium）を形成し、受精後、胞子体（sporophyte）が茎葉体上に形成される。これらの発生過程は、植物ホルモン、栄養成分、光、温度などの影響を受ける。

2. ヒメツリガネゴケを培養する

2.1 胞子を蒔く

日渡祐二

はじめに

胞子は1つの胞子嚢に数千のオーダーでつまっている。胞子嚢の表面を滅菌した後に、水中で破砕し、胞子を懸濁させる。胞子が発芽するにはカルシウムを必要とするので、培地には5~10 mMのカルシウムを添加しておく。プレートを長期間（１週間以上）培養するので、プレートにサージカルテープを巻いておくとよい。

（１）準備
＜試薬と培地＞

・胞子発芽用寒天培地：1000 ml

	H2O
	900 ml

	ストックB
	10 ml

	ストックC
	10 ml

	ストックD
	10 ml

	Alternative TES
	1 ml

	500mM　Amm.Tar.
	10ml（＝5 mM）

	CaCl2・2H2O
	1.5g（＝10 mM）

	寒天（Sigma製 A6924）
	8 g（＝0.8%）

	
	H2Oで1000 mlにメスアップする


→オートクレーブ後、クリーンベンチ内で90 mmシャーレに分注する。培地が固まったら、シャーレの蓋を開けて、30分間乾燥させる。室温保存可能。
· 滅菌水

· 次亜塩素酸

＜器具類＞
セロハン、ピンセット、ホモジナイザー（ペレットミキサー）またはペッスル、青チップ（P1000用）、黄色チップ（P200用）→すべてオートクレーブ
ピペットマン（P1000、P200）
（２）手順　＊作業はすべてクリーンベンチ内で行う。
①寒天培地にセロハンを１枚ずつ敷く。
②ピペットマンを用いて、胞子が入っているマイクロチューブに900 µlの滅菌水と100 µlの次亜塩素酸を加え、よく混ぜる。
③５分間放置する。ときどき撹拌する。
④ピペットマンを用いて、上清を取り除く。
⑤ピペットマンを用いて、胞子が沈殿しているマイクロチューブに1000 µlの滅菌水を加え、よく洗浄する。
⑥胞子が沈殿した後、ピペットマンを用いて、上清を取り除く。
⑦上記の⑤、⑥を4回繰り返す。
⑧ピペットマンを用いて、1000 µlの滅菌水を加えた後、ペッスルですりつぶす。
⑨ピペットマンを用いて、200 µlずつ寒天培地に分注する。
⑩ピペットマンを用いて、1000 µlの滅菌水を加えた後、胞子を培地上に広げる。
⑪25℃のインキュベーターに置いて明所で培養する。胞子を蒔いてから1週間程度から原糸体が観察される。

2.2 原糸体・茎葉体を培養する

日渡祐二
　1.　培地作製と培養環境

１）培地作製
　通常の継代培養や形質転換用原糸体の培養にはBCDATG培地を使用する。BCDATG培地は原糸体の成長が早く、核酸抽出のための植物材料を収集するにも効率的である。また糖（グルコース）が入っているのでコンタミネーションの有無について判別しやすい。但し、植物体が枯れるのも早いので注意が必要である。

　BCDAT培地もBCDATG培地とほぼ同様の特性を持っているが、BCDATG培地よりも若干植物体の成長が劣る。当研究室ではG418やhygromycinなどを加えた選択培地に使用している。グルコースが添加されていないためコンタミネーションがわかりにくいかもしれない。

　BCD +1 mM Ca培地（慣例としてBCD培地と呼んでいる）は、BCDATG、BCDAT培地に比べて植物体の成長はかなり劣るが、原糸体ではクロロネマ、カウロネマが識別しやすく、また茎葉体の発生初期段階（芽形成段階）において不規則な分裂が少ないので、芽形成の形態観察に適している。

ストック培地
ストック培地は4˚Cで保存する。ストックDは酸化しやすいので、調製後2〜3ヶ月以内の培地を使用する。
ストックA培地（×１００）
	Ca(NO3)2・4H2O
	118 g   (0.5 M)

	FeSO4・7H2O
	1.25 g   (4.5 mM)

	
	H2Oで1000 mlにメスアップする


ストックＢ培地（×１００）
	MgSO4・7H2O
	25 g   (0.1 mM)

	
	H2Oで1000 mlにメスアップする


ストックＣ培地（×１００）
	KH2PO4
	25 g   (1.84 mM)

	
	pH6.5に4M KOHで調整する

	
	H2Oで1000 mlにメスアップする


ストックＤ培地（×１００）
	KNO3
	101 g   (1 M)

	FeSO4・7H2O
	1.25 g   (4.5 mM)

	
	H2Oで1000 mlにメスアップする


Alternative TES（×１０００）
	CuSO4・5H2O
	55 mg   (0.22 mM)

	H3BO3
	614 mg   (10 mM)

	CoCl2・6H2O
	55 mg   (0.23 mM)

	Na2MoO4・2H2O
	25 mg   (0.1 mM)

	ZnSO4・7H2O
	55 mg   (0.19 mM)

	MnCl2・4H2O
	389 mg   (2 mM)

	KI
	28 mg   (0.17 mM)

	
	H2Oで1000 mlにメスアップする


500mM Ammonium Tartrate（×１００）
	Ammonium Tartrate
	92.05 g

	
	H2Oで1000 mlにメスアップする


50mM CaCl2（×５０）
	CaCl2・2H2O
	7.35 g

	
	H2Oで1000 mlにメスアップする


→オートクレーブする。
汎用培地
BCD+1mM Ca 培地（簡略名BCD）：1000 ml

	H2O
	900 ml

	ストックB
	10 ml

	ストックC
	10 ml

	ストックD
	10 ml

	Alternative TES
	1 ml

	50mM　CaCl2・2H2O

（粉末で入れる場合）
	20 ml（＝1 mM）
（0.15 g）

	寒天（Sigma製 A6924）
	8 g（＝0.8%）

	
	H2Oで1000 mlにメスアップする


→オートクレーブ後、クリーンベンチ内でシャーレに分注する。培地が固まったら、シャーレの蓋を開けて、30分間乾燥させる。室温保存可能。
BCD+1mM Ca+5mM Amm.tar.培地（BCDAT）：1000 ml

	H2O
	900 ml

	ストックB
	10 ml

	ストックC
	10 ml

	ストックD
	10 ml

	Alternative TES
	1 ml

	500mM　Amm.Tar.
	10 ml（＝5 mM）

	50mM　CaCl2・2H2O

（粉末で入れる場合）
	20 ml（＝1 mM）
（0.15 g）

	寒天（Sigma製 A6924）
	8 g（＝0.8%）

	
	H2Oで1000 mlにメスアップする


→オートクレーブ後、クリーンベンチ内でシャーレに分注する。培地が固まったら、シャーレの蓋を開けて、30分間乾燥させる。室温保存可能。

BCD+1 mM Ca+5 mM Amm.tar.+0.5 %glucose培地（BCDATG）：1000 ml

BCDATにグルコースを5 g/l濃度に添加する。

→オートクレーブ後、クリーンベンチ内でシャーレに分注する。培地が固まったら、シャーレの蓋を開けて、30分間乾燥させる。室温保存可能。

特殊試薬

ある種の変異体（栄養要求性変異体）を培養するのに使用する。

・チアミン塩酸塩（MW.337.3）

培地1Lに対し、0.5mg（1.5 µM）加える。

・p-アミノベンゼン酸（MW.137.1）

培地1Lに対し、247 µg（1.8 µM）加える。

２）培養環境

・光条件

通常培養では、連続明期あるいは１６時間明期８時間暗期の長日条件を用いている。当研究室で使用している蛍光管は以下の通りである。

昼光色　NEC FL40SD     40 µmol/m2/s1

昼白色　NEC FL40SEX-N-HG      80 µmol/m2/s1
胞子体を誘導する条件として、８時間明期１６時間暗期の短日条件にしている。短日条件は、長日条件、連続明期に比べ効率的に胞子を得ることができる。

・温度条件

通常の培養には25℃に設定している。

胞子体を誘導する場合には15〜16℃に設定している。

・湿度条件

特にコントロールしていないが、実測すると年間を通して平均で40％程度になっている（30〜50％の間で変動しているようだ）。
2.原糸体の継代培養

ヒメツリガネゴケの継代培養は、セロハンを敷いた寒天培地上で培養したプロトネマを破砕後、その一部を新たな寒天培地に植え継ぐことによって行う。当研究室では、日本医化製人工気象器を用いて、25℃、連続明期（40 µmol /m2/s）で培養している。

　継代の間隔は、実験目的にもよるが、おおよそ４〜１０日である。長期間継代する必要がない場合には、培養後５〜７日後の若いプロトネマの状態で、微弱光下、４℃にて保存できる。この状態で、半年程保存できるが、保存中に培地が乾燥してくるので、乾燥を防ぐためにシャーレをパラフィルムで巻いておく必要がある。

（１）準備
＜試薬＞
寒天培地（BCDATまたはBCDATG）、滅菌水
＜器具＞
セロハン（注1）、駒込ピペット、ピンセット、試験管、ポリトロンの刃（ポリトロンジェネレーターシャフトDA2121/2）
　→すべてオートクレーブ
ポリトロン（PT2110）
（２）手順　＊作業はすべてクリーンベンチ内で行う。
①寒天培地にセロハンを１枚ずつ敷く。
②駒込ピペットを用いて、試験管に滅菌水を２０〜３０ ml入れる。
③ピンセットを用いて、培養したプロトネマをシャーレからはぎ取り、試験管に入れる。
④ポリトロン（PT2100の場合は最小出力、MODEL･Kの場合は出力目盛４〜５）で約１０秒間破砕する。
⑤駒込ピペットを用いて、セロハンを敷いた寒天培地に２〜３ ml分注する。
⑥25℃のインキュベーターに置いて培養する。

注１）セロハンについて

市販のセロハンには、培養に適さないものがある。例えば、セロハンの表面が撥水性を示す、あるいはオートクレーブによりセロハンが白く変質するタイプは、培養に適さない。

また、一見、培養に使用可能なセロハンに見えても、実際にはヒメツリガネゴケの生育に影響を及ぼす物質を含むことがあるので、いくつかの種類について検討（セロハンのあるなしで、ヒメツリガネゴケの生育に著しい変化がある場合には使用不可）することを奨める。この場合、プロトプラストからの再生率を、セロハンの有無、種類別に比較すると判別しやすい。

さらに、セロハンは以下に示す方法で洗浄する。

・セロハン洗浄方法

①適当な大きさ（シャーレの大きさ）に切ったセロハンを5 mM EDTA (pH 8.0)溶液中でオートクレーブ（120˚C、20 min）する。

②セロハンをミリＱ水（あるいは蒸留水）で念入りにすすぐ。

③セロハンをミリＱ水の中に入れてオートクレーブ（120˚C、20 min）し、滅菌する。
2.3  造卵器・造精器・胞子体の誘導

西山智明
概要
ヒメツリガネゴケは、通常25℃で培養するが、造卵器・造精器の誘導には、15℃、短日条件にする。従来15℃で培養することによって胞子体が形成されるとされていたが、Hoheら(2002)は15℃にしても、長日条件では胞子体の形成率が低いが、短日条件にすると非常に高い割合で胞子体を形成することを 報告した。 

Hohe, A., S. A. Rensing, M. Mildner, D. Lang, and R. Reski. 2002. Day length and temperature strongly influence sexual reproduction and expression of a novel MADS-box gene in the moss Physcomitrella patens. Plant Biology 4:595-602. [PDF file はReskiのWeb siteより入手可能] 
培地
造卵器・造精器を形成する前には健全な茎葉体を作らせる必要がある。このため、培地はアンモニウム塩を添加しないBCD 1mM Ca寒天培地または、Jiffy7を用いる。Jiffy7は種苗商から購入する。 

前培養
BCD寒天培地または、Jiffy7に移植後1～2ヶ月間は、25℃、長日または全明条件下で培養する。 

誘導
茎葉体が形成されているのを確認し、15˚C短日条件下に移動する。 

Jiffy7の場合3週間後には成熟した造卵器・造精器がみられ、4週間後には胚は棒状になっており、5 週間後には胞子嚢が丸く膨らんでいるのが観察される。 

寒天培地の場合は、造卵器の形成を確認した後で水をかけて受精を誘導しないと胞子体がほとんど形成されず、造精器・造卵器の形成が続く。水をかけるタイミングと、水をかけた後の発生の進行状況については、まだ十分な情報が蓄積していない。 

2.4  胞子嚢の回収と保存

日渡祐二
茎葉体の茎頂に茶色の胞子嚢を確認できたら、ピンセットとメスを用いて胞子体を切り離す。胞子嚢には胞子が数千個含まれる。胞子は胞子嚢に入ったままで、数年間は保存できることを確認している。従って、系統（野生型、形質転換体）の保存には、胞子嚢を保存するのがよい。

器具

· 先の細いピンセット

· メスまたはカミソリ

方法

1. 茎葉体を15˚C、短日条件で培養し胞子体形成を誘導する。

2. 茎葉体の茎頂に茶色の胞子体を確認できたら、ピンセットを用いて胞子体のセタの部分をメスで切って胞子嚢を切り離す。若い胞子体は緑色であり、成熟すると茶色になる。成熟しすぎると胞子のうが弾けやすい。胞子嚢がはじけて胞子が飛び散らないように注意する。下図は割れて胞子が出てきた胞子嚢。
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3. 胞子嚢をマイクロチューブにいれて、ふたをあけたまま室温で2〜3日間乾燥させる。

4. ふたを閉めて4˚Cで保存する。
2.5  アガーゼラチン薄層フィルムを用いた赤色光培養法

佐藤良勝

この方法はシダ植物の胞子発芽およびそれに続く原糸体や仮根の成長過程を連続的に観察する目的で開発された方法である(Wada et al. 1987)。その後、細胞骨格の染色や阻害剤の影響を調べるなどの目的により、アガーやゼラチンの濃度は変わったものの基本的な方法は全く変わっていない。ここでは、ヒメツリガネゴケ原糸体への適用例を以下に記す。

準備するもの

１）ステンレスワイヤーで直径５cm くらいの輪を作り、持ちやすい長さの柄を作る。

２）乾熱滅菌済み6 cm ガラスシャーレ

３）ホットプレート

４）オートクレーブ済み0.5% BACTO agar・0.05% gelatin
５）オートクレーブ済みBCDAT 液体培地

５）乾熱滅菌済みカバーガラス

６）カバーガラスを置くための台（試験管）

７）滅菌済み3.5 cm シャーレ

手順

1) アガーゼラチン溶液を電子レンジで完全に溶解させ、ホットプレートにのせた6 cm ガラスシャーレに注ぐ。

2) ステンレスワイヤーを火炎滅菌し、アガーゼラチン溶液につけゆっくり引き上げる。

3) ワイヤーに円盤状に広がった薄膜を試験管の上にのせたカバーガラスに貼付ける。

4) 薄膜が貼られたカバーガラスに原糸体を並べ、その上に再び薄膜を貼る。

5) 3.5 cm シャーレにアガーゼラチン溶液を50 µl くらい滴下し、その上に薄膜に挟まれた原糸体をカバーガラスごと乗せ、カバーガラスを固定する。

6) 5-10 分後に、BCDAT 液体培地を4 ml 注ぐ。

参考文献
4) Wada M., Shimizu H., and Kondo N: Bot. Mag. Tokyo 100: 51-62 (1987)
2.6  ヒメツリガネゴケ胞子体形成不全変異体の交雑法

棚橋貴子

ヒメツリガネゴケのFLO/LFY相同遺伝子PpLFY1、PpLFY2の遺伝子二重破壊株(以下、遺伝子破壊株)は、造卵器をつけた茎頂あたり1%程度の茎頂でしか胞子体を形成しない(野生株の場合は90%以上の茎頂で胞子体を形成する)。その胞子体はしばしば異常な形態をしており、中に含まれる胞子の発芽率は非常に低い。遺伝子破壊株の茎葉体は野生株との形態差異はない。本法はこの性質を利用して行った野生株との交雑実験法である。形成された胞子体には遺伝子破壊株の自家受精によるものと遺伝子破壊株(卵細胞)と野生株(精子)の交雑受精によるものの両方が含まれたが、それらは胞子体の形態、胞子の発芽率に明確な差が出た。
　本交雑法の利点は以下の点である。

1.  茎葉体形態に差がない株の交雑でも、胞子体の母親株 (茎葉体) が明確になる
2.　Jiffy-7を培地に用いているので、胞子体の形成効率が高い

　本交雑法は特に胞子体形成不全変異体の交雑実験に有効であると考えられる。

     交雑方法

(1) 極小Jiffy-7(吸水前の直径3 cm)にコケの原糸体または茎葉体をイノキュレートする。株ごとに別々のプラントボックスに入れて、25˚C (連続明期24Lまたは長日条件16L8D)で1-1.5ヶ月間培養する(図1A)。 

(2) 15˚C (8L16D)で約3週間培養する。造精器と造卵器が発生する(図1A)。

(3) 口の開いた受精前の造卵器が茎頂にあることを確認する(図2)。

(4) 野生株と遺伝子破壊株それぞれの植わったJiffy-7を一つのプラントボックスに入れる(図1B)。

(5) 滅菌水で冠水させる(図1C)。心持ち揺らしながら30秒間放置した後、水はデカンテーションで捨てて、Jiffy-7の少し下に水面が来るようにする(図1D)。

(6) 15˚C (短日条件8L16D)でさらに約5週間培養する。遺伝子破壊株の茎頂に形成された胞子体を回収し、胞子の遺伝子型等の解析を行う。

     結果 (数値は全て遺伝子破壊株側のコロニーのもの)

	 使用したjiffy-7数 (独立なコロニー数)
	  71

	 造卵器をつけた茎頂数              
	18019


	胞子体数(発生途中で枯れたもの含む) 
	141

	 解析した胞子体数                    
	 98

	    自家受精で形成された胞子体数                  
	 92  (多くの胞子体が形態異常、胞子発芽率低い)  

	    交雑受精で形成された胞子体数                  
	  6  (胞子体は形態正常、胞子発芽率高い)  
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この交雑実験を行った場合と行わなかった場合で、胞子体形成率に有意な差は出ないので、交雑の条件が最適化されているとは言い難く多分に改良の余地はある。今のところ元気なコケを育てることと、適切な時期に交雑実験を行うことくらいしか交雑成功の秘訣がないので、沢山の株を仕込む必要がある。他の方から改良案として、

1. 冠水を複数回行う (胞子体を形成しなかった茎頂には新たな造卵器が次々に発生する)。

2. 精子を遠心で濃縮し、濃縮液を造卵器の口にアプライする。

という御意見を頂いた。実際に試してはいないが、これらは有効な手段だと考えられる。

3. ヒメツリガネゴケを観察する

3.1  原糸体・茎葉体を観察する

日渡祐二
原糸体・茎葉体は、各種顕微鏡を用いて観察する。長い間培養したコロニー（3週間以上）の原糸体は、死んでいる細胞（茶色になっている）が多いので観察には注意する。

ポリトロンで破砕し、セロハン上で培養した原糸体は1週間までに観察する。特にBCDATG培地は原糸体が枯れるのが早いので注意する。

培地によって原糸体・茎葉体の細胞形態が変わる。BCDATG、BCDAT培地では、葉緑体が肥大化し原糸体細胞が大きくなる。また、クロロネマ細胞が多い。カウロネマ細胞を早く観察するには、BCD培地にする。

またBCDATG、BCDAT培地では、側枝始原細胞（サイドブランチイニシャル）から芽（バット）への発生ではランダムに細胞分裂が起きる。この分裂の結果、芽はカルス状の細胞塊になった後に、茎葉体頂端細胞や葉原器が判別できるようになる。

側枝始原細胞から芽に至る過程において細胞系譜を追いながら詳細に観察するにはBCD培地が適している。

器具

各種顕微鏡、スライドガラス、カバーガラス、先の細いピンセット、柄付き針、水、寒天培地

方法

1. 実体顕微鏡で観察する。

葉が10枚以上ついた茎葉体などを観察する場合や、原糸体をスライドガラスにマウントする場合には、実体顕微鏡下で寒天培地（古くなり使えなくなった選択培地などを利用するとよい）上で作業するとやりやすい。茎葉体全体像の写真も寒天培地上に茎葉体を置き、上から水とカバーガラスで封入するときれいな像が撮影できる。このとき茎葉体にあわがつきやすいので注意する。

2. 正立顕微鏡で観察する。

固定しないで観察する場合、水で封入し、すばやく観察する。時間がたつと細胞が変形する（ふくれる？）ことがあるので注意する。グリセロールでは封入しない。

3.2  造卵器・造精器の観察

西山智明

実体顕微鏡の下で、造精器・造卵器がついている茎頂を切り出し、スライドガラスにとって、光学顕微鏡、蛍光顕微鏡、共焦点レーザー顕微鏡等で観察する。あるいは、樹脂に包埋し切片にして観察する。 

道具
実体顕微鏡

透過照明装置があって高倍率での観察が可能なもの、顕微鏡下で解剖するため作動距離が長いことも重要である。Leica APOあるいはLeica MZ 125を使っている。

光学顕微鏡

100倍油浸対物レンズとノマルスキー光学系をそなえること。Leica DMLB

ピンセット

解剖には先の細いピンセットをもちいる。細い先端は非常に壊れやすいので取り扱いには注意が必要である。先が曲がってしまった場合は、砥石で研磨して調整し直す。全てのブランドを試したわけではないが、Fontax のinox 5番が調子がいい気がする。

両刃のカミソリ

茎葉体の不要な部分を切り放すのに用いる。
成熟した造精器は、褐色を示し、プレート上の茎葉体を 透過光で観察すればその存在を認識することができる(写真：矢じりの先)。 
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 INCLUDEPICTURE  \d "http://www.nibb.ac.jp/~tomoaki/images/Hidden-Antheridia-AH" \* MERGEFORMATINET 
造卵器・造精器は茎葉体の頂端部に形成され、葉のかげに 隠れているのでそのままでは、見にくいので、詳細な観察をするために葉を ピンセットで除去する。 
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 INCLUDEPICTURE  \d "http://www.nibb.ac.jp/~tomoaki/images/Antheridia" \* MERGEFORMATINET 
葉を除去し、造精器が剥き出しになったところ。 より先端側で、葉の裏に造卵器が隠れているのが見える。 
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 INCLUDEPICTURE  \d "http://www.nibb.ac.jp/~tomoaki/images/Archegonium" \* MERGEFORMATINET 
さらに葉をピンセットではがし、光学顕微鏡で観察する。 

3.3  精子観察

住川直美
—準備—
・15℃短日条件培養に移して約20日の茎葉体。

—方法—
１．実体顕微鏡下で造精器の周りの葉を取り除く。乾燥させないよう注意が必要だが、水に浸すと精子が散らばってしまう。湿らせたキムワイプの上で作業すると楽である。

２．観察中に乾かないよう周囲にシリコングリースを塗って、カバーグラスをかける。
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３．ノマルスキー顕微鏡で観察。成熟した造精器があればゲル状のものに包まれた精子の塊が出てくる。しかし、このまま観察していても活発に運動する精子はなかなか観察できず、さらに工夫が必要と思われる。（精子がなかなか認識できない場合は、一度DAPI染色で観察してみるとよい。三日月形の精子が観察される。）
3.4  核を染色する(DAPI, Hechest33482, PI)

日渡祐二
生体染色についてはDAPIを用いた方法、ヘキストを用いた方法で報告されているが、ヒメツリガネゴケではまだ確立されていない。原糸体、茎葉体はよく染まるが、未成熟な造精器、卵細胞、胚、胞子体などのサンプルは染色性がよくない。
A. DAPI staining その１

Solution preparation

1. 50 mM NaH2PO4 (pH7.0)

	Stock solution
	1000 ml
	Final conc.

	NaH2PO4 2H2O
	8.9 g 
	50 mM

	H2O
	1000 ml
	


Adjust pH7.0 with H3PO4

2. 1 mg/ml DAPI

dissolve in H2O and store at –20˚C.

3. 10% TritonX-100

store at 4˚C.

4. Fixation solution

	Stock solution
	10 ml
	Final conc.

	Forimalin
	1 ml
	10%

	50 mM NaH2PO4 (pH7.0)
	9 ml
	Ca. 50 mM


5. DAPI solution

	Stock solution
	10 ml
	Final conc.

	1 mg/ml DAPI
	10 µl
	1 mg/l

	10% TritonX-100
	50 µl
	0.05%

	H2O
	10 ml
	


Store at 4˚C.  use in two weeks.

手順
1 サンプルを固定液の中に入れて室温、30分間固定する。

2 50 mM NaH2PO4 (pH7.0)で2〜3回洗浄する。

3 DAPI溶液をサンプルに加え室温、20分間染色する。

4 50 mM NaH2PO4 (pH7.0)で2〜3回洗浄する。

5 スライドガラスにマウントして観察する。

DAPI染色法その２（Murata and Sugai, 2000）

Fixation solution

	Stock solution
	10 ml
	Final conc.

	Formalin
	1 ml 
	10%

	50 mM PIPES pH6.8
	9 ml
	


DAPI staining buffer

	Stock solution
	10 ml
	Final conc.

	1 M Tris pH8.0
	0.1 ml 
	10 mM

	0.5 M EDTA pH8.0
	20 µl
	1 mM

	5 M NaCl
	0.3 ml
	150 mM

	H2O
	10 ml
	


Tx-100 solution

	Stock solution
	10 ml
	Final conc.

	10% Triton X-100
	1 ml 
	1%

	DAPI staining buffer
	9 ml
	


DAPI solution

	Stock solution
	10 ml
	Final conc.

	DAPI
	1 µg
	0.1 µg

	DAPI staining buffer
	10 ml
	


1 10ｍｌ固定液に組織を入れ、10〜60分間室温にて静置する。すぐに観察しない場合は4˚Cで保存できる。

＊この固定で細胞形態が崩れるときは、0.8%GA（グルタルアルデヒド）を検討する（Murata and Wada 1993）

2 組織をTx-100溶液（1% Triton X-100 in DAPI staining Buffer）中に、4˚Cで一晩置く。

3 DAPI staining bufferに10分間浸す。

＊水をはじく組織の場合は0.1% Triton X-100（終濃度）を加える

4 サンプルをDAPI染色液中に浸し10分間洗浄する。

5 DAPI staining bufferで5分間の洗浄を2回行う。
＊水をはじく組織の場合は0.1% Triton X-100（終濃度）を加える。

DAPI staining bufferで封入し観察する。

B. Hoechest33342 staining

Solution preparation

1. 1 mg/ml hoechest33342 

	Stock solution
	1 ml
	Final conc.

	hoechest33342 (4˚C, wako, ICN)
	1 mg 
	1 mg/ml

	H2O
	1 ml
	


Store at 4˚C and use in 2 weeks.  

2. 10% TritonX-100 

（1） Hoechest33342 solution

	Stock solution
	1 ml
	Final conc.

	1 mg/ml hoechest33342
	5 µl
	5 µg/ml

	(10% TritonX-100)
	(10 µl)
	0.1%

	H2O
	1 ml
	


*Addition of TritonX-100 will make stronge signal.

手順

1 サンプルをヘキスト33342溶液に入れて室温、10分間染色する。
2 スライドガラスにマウントして観察する。

＊Hoechest33258 でも可能。33342は33258に比べて細胞浸透性が良い。

C. Propidium iodide staining

Solution preparation

1. Fixation solution 

	Stock solution
	10 ml
	Final conc.

	Formalin
	1 ml 
	10% (v/v)

	10% NP-40
	10 µl
	0.01% (v/v)

	PBS
	9 ml
	


2. PBS

3. RNase A 

	Stock solution
	10 ml
	Final conc.

	10 mg/ml RNase A
	0.1 ml 
	100 µg/ml

	PBS
	9 ml
	


3. PI solution

	Stock solution
	10 ml
	Final conc.

	Propidium iodide
	10 µg
	 1 µg/ml

	10 mg/ml RNase A
	10 µl
	10 µg/ml

	10% Tween-20
	20 µl
	0.02% (v/v)

	PBS
	10 ml
	


1 サンプルを固定液中に入れて、室温で１時間固定する。 

2 サンプルをPBSで3回洗浄する。

3 サンプルに100 µg/ml RNaseAを加え、37˚Cで30分間加温する。 

4 PBSで3回洗浄する。

5 サンプルにPI溶液を加え、室温で10分間染色する（あるいは4˚Cオーバーナイト）。

6 PBSで数回洗浄する。

7 スライドガラスにマウントして観察する。

3.5  細胞壁を染色する（カルコフロー染色） 

藤田知道

カルコフローは容易に染まるが、アニリンブルーの染色は難しい。アニリンブルーが細胞内部へ浸透しにくいためと思われる。

Solution preparation

1. 1 mg/ml fluorescent brightener 28 (カルコフロー)

Stock solution


fluorescent brightener 28 (sigma、sigma, F-3397)
1 mg


H2O






1 ml
 

すぐに溶解する。

遮光して、-20˚C保存。 

2. fluorescent brightener 28 solution

Stock solutionを１００倍希釈（10 ug/ml）して用いる。

1 mg/ml fluorescent brightener 28
10 ul


H2O




1 ml
 

Store at –20˚C.（長期保存には適さない）

手順

組織にカルコフロー溶液を滴下し、すぐに観察する。染色後、PBS等で洗ってもよいが、しだいに細胞が弱ってくるので（原形質分離してくる）、注意すること。

[image: image8.png]



プロトプラストからの第一不等分裂の様子を明視野像（上）とカルコフロー染色（下）により観察した。

3.6  GUS染色する

日渡祐二
このプロトコールは、GUS発色の前に組織を固定する。しかし、低いGUS活性を検出する場合は、固定を行わず、サンプルを直接基質液中に入れインキュベートする。

96穴のマルチタイタープレートを使う場合には、サンプルを入れすぎないこと。大量のサンプルを染めるためには、24穴や12穴のプレートが便利である。
GUSの反応生成物の染みだしに対しては界面活性剤（TritonX-100）の濃度や処理方法を変えることによって対処できることがある。以下を参考にして頂きたい。 

＊染みだしが気になる場合 

・TritonX-100の濃度をさらに下げる（〜0.01%）。だたし染色シグナルは弱くなる。 

・基質液添加前に0.01〜0.05%のTritonX-100溶液で1時間サンプルを処理し、その後TritonX-100を入れていない基質液でサンプルをインキュベートする。（Imaizumi      et al. 2001 Plant Cell 14:373）。
Fixation and Incubation with X-Gluc

<solution>

fixation solution
	stock solution
	/20 ml
	final concentration

	1% MES (pH5.6)
	4 ml
	0.2%

	Formalin
	0.06 ml
	0.3%

	Mannitol
	1.09 g
	0.3 M

	H2O
	approx.15 ml

(filled to 20 ml)
	


1% MES (adjust to pH 5.6 with 0.1 M KOH) should be stored at 4˚C.

　

wash solution
50 mM NaH2PO4 (pH 7.0)

This solution should be stored at 4˚C.

X-Gluc substrate solution

	stock solution
	/5 ml
	final concentration

	20 mg/ml X-Gluc/DMF #1
	65 ul
	0.5 mM

	12.5 mM K3Fe(CN)6 #2
	200 ul
	0.5 mM

	12.5 mM K4Fe(CN)6 #3
	200 ul
	0.5 mM

	10% Triton X-100
	5 – 25 ul
	0.01-0.05%

	50 mM NaH2PO4 (pH 7.0)
	4.52 ml
	


  #1  20 mg X-Gluc /1 ml N, N-dimethylformamide (=38.3 mM X-Gluc)

#2  61.7 mg K3Fe(CN)6 / 15 ml H2O

#3  79.2 mg K4Fe(CN)6･3H2O / 15 ml H2O

X-Gluc/DMF solution should be stored at –20˚C in darkness.

K3Fe(CN)6 and K4Fe(CN)6 solution should be filterated and stored at 4˚C in darkness.

Triton X-100 should be stored at 4˚C.

<procedure>

If you want to fix tissues,

add 200 ul Fixation solution in wells of 96 well microtitreplate or microtubes.

↓
put sample (protonema, gametophore) in 96 well microtitreplate (or microtube)

  ↓
fix for 30 min at room temp.

  ↓
wash 3 times with 50 mM NaH2PO4 (pH 7.0)

  ↓
We always start GUS-staining at this step.

add 100 ul X-Gluc substrate solution into the microtube

  ↓
vacuum for 30 min in darkness

  ↓
incubate for 24-48 hr at 37˚C in darkness. Cover the titerplate with SaranWrap in order not to dry up the substrate solution.

Fixation and Dehydration

<solution>

5% formalin
	Stock solution
	/10 ml
	Final concentration

	Formalin
	0.5 ml
	5%

	H2O
	9.5 ml
	


5% acetic acid 

	Stock solution
	/10 ml
	Final concentration

	acetic acid
	0.5 ml
	5%

	H2O
	9.5 ml
	


Ethanol series
30%, 50%, 70% ethanol/H2O, 100% ethanol

<procedure>

sample (protonema, gametophore) after incubation in X-Gluc 

  ↓
fix in 200 ul 5% formalin for 10 min

  ↓
soak in 200 ul 5% acetic acid for 10 min

  ↓
soak in 200 ul 30% ethanol and dehydrated for 5 min 

↓
soak in 200 ul 50% ethanol and dehydrated for 5 min

  ↓
soak in 200 ul 70% ethanol and dehydrated for 5 min 

  ↓
soak in 200 ul 100% ethanol and dehydrated for 5 min

  ↓
soak in 200 ul 100% ethanol and dehydrated overnight at 4˚C

  ↓
rinse with 200 ul 100% ethanol

  ↓
observe

3.7  微小管の間接蛍光抗体染色法
佐藤良勝

文献　Sato et al. (2001) J. Cell Sci. 14: 269-279.

試薬

2xPME

	Stock solution
	300 ml
	Final conc.

	0.5 M PIPES-NaOH (pH6.8)
	120 ml
	0.2 M

	0.5 M EGTA (pH8.0)
	3 ml
	5 mM

	1 M MgCl2
	0.6 ml
	2 mM

	H2O
	176.4 ml
	


*0.5 M PIPES-NaOH 500ml require ca. 14 g NaOH.

10% NP-40

PMSF

	Stock solution
	1 ml
	Final conc.

	PMSF (wako)
	17.4 mg
	100 mM

	2-prophanol
	1 ml
	


Store at –20˚C.

Fixation solution

	Stock solution
	10 ml
	Final conc.

	Formalin
	2.16 ml
	8%

	2x PME
	5 ml
	1x

	10% NP-40
	10 µl
	0.01%

	DMSO
	100 µl
	1%

	100 mM PMSF*
	50 µl
	0.5 mM

	H2O
	2.68 ml
	


使う直前に調製する。*Optional

PMEN0.01

	Stock solution
	500 ml
	Final conc.

	2x PME
	250 ml
	1x 

	10% NP-40
	0.2 ml
	0.01%

	H2O
	250 ml
	


10% Triton-X 100
Driselase solution

	Stock solution
	1 ml
	Final conc.

	Driselase mix
	1 ml
	-

	25x Proteinase inhibitor (BM)
	40 µl
	1 x


*Driselase mix (stored at –20˚C)

	Stock solution
	10 ml
	Final conc.

	Driselase (Kyowa)
	0.2 g
	2%

	0.5 M EGTA (pH8.0)
	100 µl
	5 mM

	8% mannitol
	6.25 ml
	5%

	H2O
	Fill up to 10 ml
	


Mix well, centrifuge, and filtrate with 0.22 µm filter.

PBS

	Stock solution
	1000 ml
	Final conc.

	NaCl
	8 g
	137 mM

	Na2HPO4 7H2O
	2.2 g
	8.1 mM

	Kcl
	0.2 g
	2.68 mM

	KH2PO4
	0.2 g
	1.47 mM

	H2O
	1000 ml
	


PEI (polyethyleneimine)-coated coverslip

1枚のカバーガラス（18x18mm）に 3 µl 0.1%PEI を滴下する。その上にもう1枚のカバーガラスを被せ、PEIを広げる。風乾する。1枚ずつ数枚濾紙を敷いた3cmシャーレに入れておく。

Methanol

ｰ20Cに冷やしておく。

Triton/BSA
	Stock solution
	10 ml
	Final conc.

	10% Triton X-100
	1 ml
	1 %

	BSA
	0.1 g
	1 %


Store at –20˚C.
0.2 µg/ml DAPI溶液

適当な濃度（2mg/ml）のストック溶液から希釈して使用する。

手順

1. 3.5 cmシャーレに固定液を入れる。原糸体の小さめのコロニー（3 mmぐらい）をつまんで、固定液の中に入れ、シャーレを揺すって液中に沈める。室温で、60分固定する。

2. PMEN0.01で3回洗浄する。

3. PEI-coated coverslipに組織を貼り付ける。余分な水分をろ紙などで吸い取り、再びPMEN0.01を滴下し、接着を確認する。

4. ドリセラーゼ溶液を組織に滴下し、室温、10 min処理する。

5. PMEN0.01で3回洗浄する。3回目の洗浄では液をできるだけ除く。

6. 冷やしたメタノールを静かに滴下し、ｰ20˚Cで10 minおく。

7. PMEN0.01で3回洗浄する。

8. 20倍希釈したTriton/BSA液を滴下し、室温、10 minおく。

9. PBSで数回洗浄する。

10. 1次抗体反応を行う。100倍希釈抗-tubulinマウスモノクローナル抗体（Oncogene, clone DM1A, cat# CP06）をコロニーあたり2 µlずつ組織に滴下する。抗体希釈はPBSで行う。4˚Cでオーバーナイト反応。
11. PBSで3回洗浄する。

12. 2次抗体反応を行う。500倍希釈Alexa Flour 488 or 546標識抗マウスIgGヤギ抗体（Molecular Probe, Alexa 488-cat.no.A11001, Alexa 546-cat.no.A11003）をコロニーあたり5µlずつ組織に滴下する。37˚Cで2時間反応させる。
13. PBSで3回洗浄する。

14. 0.2 µg/ml DAPI水溶液を滴下し、室温、10 min染色する。

15. PBSで1回洗浄する。

16. 封入後、観察する。

コメント

1. 染色サンプル(1)

このプロトコールは、白色光下で培養した原糸体で有効である。染色のポイントは、メタノール処理液を捨てる際にクロロフィルの溶出により溶液の色が緑色になることを確認することである。

赤色光下で培養した原糸体では、ドリセラーゼ処理効果が現れにくい。そのため、ドリセラーゼ処理時間を３０分まで延長している。さらに、同じ理由で茎葉体では上記のプロトコールでは良好な染色像を得ることは期待できない。茎葉体をサンプルとする場合には、固定後スライサーでカットして細胞内部を露出させるか、もしくは、Freeze shattering 法*1を適用するのが良いと思われる。
*Wasteneys et al. (1997) J. Microscopy 188: 51-61
2.染色サンプル(2)

原糸体の中でも先端細胞は特に染色されやすい。基部の細胞の染色像に比べ先端細胞では微小管が破壊されているようであれば、メタノール処理のステップを短くする。先端細胞だけを染色したい場合には、メタノール処理ステップは省略できる。

3. 固定液

固定が弱い場合には、微小管の染色は良好なものの染色過程で細胞が原形質分離してしまうことがある。その際には固定時間を延長させるか、終濃度0.08%になるようにグルタルアルデヒドを加えると改善される。デメリットは、グルタルアルデヒドには自家蛍光があることと、固定後の各ステップの処理時間を長めにするなど再び染色条件を検討する必要性を生じることである。

4. サンプルの保存

染色後のサンプルは数日間なら4ºC で保存できる。長期間保存する場合には、封入剤として50% (w/v) glycerol in 50 mM Tris buffer (pH 9.0)を用いる。１年経過したサンプルでも観察は可能であったが、３ヶ月以内と思った方が無難であろう。

3.8  FLタイムラプス観察

佐藤良勝
ヒメツリガネゴケを用いる利点

ヒメツリガネゴケは、配偶体世代のほとんどが一層の細胞で構成される体制の単純さに加えて、相同遺伝子組み換えによりGFP 遺伝子を挿入することが可能である。このことにより、内生プロモーター制御下で目的遺伝子産物とGFPの融合タンパク質を発現させることができる。つまり、本来の発現すべき細胞での本来の発現量を無傷組織で検出できることが期待される。ヒメツリガネゴケは、GFPを利用したバイオイメージングに最も適した植物材料である。

GFP融合タンパク質の利点と欠点

注意すべきことは、GFPそのものがもつ性質である。GFPは約27kDの分子量であり、タグとしてはあまりにも大きい。したがって、目的遺伝子の局在をGFP融合タンパク質の局在のみで断定するのは危険である。他に局在を支持する証拠が必要であると考えられる。タンパク質の３次元的な細胞内局在を最も正しく表すと期待されるのは抗体染色であろう。GFP融合タンパク質が抗体染色による局在と一致したとき、４次元目の時間軸を加えたタイムラプスイメージングに踏み込めるのである。

蛍光タイムラプスの注意点

光の強さは距離の二乗に反比例して減衰する。したがって、抗体染色したサンプルの場合、細胞はすでに死んでいるので強い励起光をサンプルに照射し、蛍光用光源からサンプルまでの距離およびサンプルからカメラ（観察者）までの距離を短くすることによって明るい像を得られることになる。しかし、蛍光タイムラプスを行う場合、励起光が生物試料に与える傷害を考慮しなければならない。

1. 細胞に照射する励起光はなるべく抑える。
蛍光物質または蛍光タンパク質を励起しない波長の光は、細胞に傷害を与えるだけである。最も適したフィルターを用いることが重要である。

蛍光用光源とサンプルまでの間にNDフィルターを入れて減光させるとともに、照射時間を短くする。

2. サンプルからの蛍光を最大限に拾う。

サンプルからカメラまでの距離が最も短くなる部位にカメラを置く。

サンプルをカバーガラスになるべく近づけ、開口数の大きい対物レンズを使用する。

以上のことを行っても十分な蛍光強度でタイムラプスを行うことができない場合には、より高感度のCCDカメラが必要となる。
IR(赤外線)タイムラプス観察

植物の生長は光により著しく影響を受ける。そのため、顕微鏡下で植物の生理現象を観察する場合には、光の影響を無視できない。植物の光反応を解析するためだけでなく、光以外の影響を解析する目的の場合にも、温度一定で行うのと同じように光条件にも気を配って実験を行うことをお勧めしたい。

植物に最も影響を与えないことが期待される光は、赤外線である。赤外線は植物にもヒトも見えない光であるが、赤外線カメラでは見える。このシステムは、光源とサンプルの間に赤外線を選択的に透過させるフィルターを挟み、赤外線感受性カメラを用いると達成できる。

3.9  共焦点レーザー顕微鏡による胚の観察

村田隆

共焦点レーザー顕微鏡（Confocal Laser Scanning Microscope; CLSM）は上下の非焦点面のシグナルを取り除き、焦点面のシグナルのみを検出する顕微鏡で、複雑で立体的な組織や細胞内構造の観察に威力を発揮する。コケ植物の場合、造卵器中の卵が精子と受精することにより受精卵が生じ、胚が発達する。ヒメツリガネゴケの原糸体は細胞が一列に並ぶ単純な体制を持つが、胚は茎葉体先端に存在する造卵器の中で発達するため、そのままの顕微鏡観察は難しい。ここでは、造卵器中に発達する胚のCLSMによる観察法を紹介する。CLSMによる観察法は、胚のほか、Budや茎葉体の観察にも有効と考えられる。

一般に、CLSMで観察するためには対象物を何らかの蛍光分子でラベルする必要があるが、今回はグルタールアルデヒドで組織を固定し、固定により生じた自家蛍光を検出に用いている。この自家蛍光は安定で、CLSM観察に適している。我々はUVレーザーを用いて検出しているが、グルタールアルデヒド固定による自家蛍光は広い範囲の波長で励起されるので、固定等の条件を検討することで可視光のレーザーでも検出可能と思われる。UVレーザーが使用できない場合には検討すると良い。

なお、CLSMの原理、方法、顕微鏡観察一般に関してはここでは解説しないので、文献１）２）を参照して欲しい。

　現在我々が用いている方法は以下の通りである。

１）固定液（４％グルタルアルデヒド、12.5 mM　カコジル酸バッファー, pH6.9）を調製する注１）。

２）適切なステージの茎頂を、葉数枚とともに切り出し、固定液につける。葉が多いと観察の時に造卵器が隠れてしまうので注意する。

３）３０分減圧し、４℃で終夜固定する。

４）エタノールシリーズ（20, 40, 60, 80, 100%）で脱水。

５）透明化液（Benzyl benzoate: benzyl alcohol　2:1）で処理注２）。

６）透明化液でそのままプレパラートを作成する注３）。

７）UVレーザー（351, 364nm）を用いて観察する。検出は400-700nm注４）。細胞核、細胞壁に強いシグナルが見られる。

[image: image39.wmf]
注１）カコジル酸はヒ素（毒物）を含むので取り扱いに注意する。

注２）透明化を行わないと組織の深部を観察することは難しい。おそらく、励起光が吸収されてしまうためだろう。

注３）一般に、共焦点観察用のプレパラートはプレパラートの乾燥を防ぐため側面をマニキュアで固めたり、組織のつぶれを防ぐためにスペーサーをはさむなど、さまざまな工夫をする必要がある。今回の場合は造卵器周囲の葉が適当なスペーサーの役割をすること、封入液が乾燥しにくいこと、などのため、普通に封じれば充分である。ただし、封入する液量に注意する必要がある。

注４）観察には63倍水浸レンズを用いている。このレンズは開口数が大きく、また組織深部での像のにじみも少なく、高解像度でのCLSM観察に適している。作動距離が短く、高価なので取り扱いに注意すること。

　

文献１）共焦点レーザー顕微鏡による細胞観察の基礎．植物の細胞を観る実験プロトコール p.44-50.　福田裕穂ら監修　秀潤社（1997）

文献２）顕微鏡フル活用術イラストレイテッド　稲澤譲治ら監修　細胞工学別冊　秀潤社（2000）
3.10  エポキシ樹脂に包埋した造卵器の光学、電子顕微鏡による観察

住川直美・村田隆
　3..8項では共焦点顕微鏡による観察法を紹介した。共焦点顕微鏡で見る方法は組織、細胞レベルでの形態を調べたり、特異的なプローブで細胞内タンパク質の局在を調べるにはとても良い方法である。しかしながら、透明化の過程で細胞内の微細構造が失われること、プローブで標識されない構造は可視化できないことなどの欠点がある。組織を包埋し、切片を観察することにより形態をより詳細に観察することができる。この項では低粘性エポキシ樹脂に包埋した造卵器の観察法を紹介する。なお、固定法を改変することにより、同様の方法で原糸体も観察できると考えられる。

手順

⑴ 固定、包埋

—試薬の調製—
下記の試薬は人体に有害なのですべて手袋を使用する。購入する試薬は付録参照。

・固定液

5.0% glutaraldehyde in 0.05MPB (pH 6.8)　使用直前に調製する。
・後固定液

　2% aqueous OsO4  アンプルより出したらすぐ使う。保存して黒くなったものは使えない。（危険である。手袋を着用し、ドラフト内で作業する。）

· 樹脂（50 ml用の分量）　加速剤抜きのものを調製し、必要に応じて加速剤を加える。加速剤を加えると１日で粘性が上がり使えなくなるので注意。

Quetol 651 (日新EM)  18.87 g

NSA   30.18 g

MNA   3.31 g

（DMP-30   850 µl/50 ml）：加速剤。重合を加速させる。
—手順—
１．プラスチックシャーレに固定液を入れ、固定液中でコケの組織をできるだけ小さく（5 mm角以下）切り出す。切り出した組織をガラスバイアルに移す。

２．固定RT 5hr

３．洗い　0.05MPB (pH6.8)　RT  10 min×３回

４．後固定　２％ OsO4水溶液  RT 2 hr　（危険である。手袋を着用し、ドラフト内で作業する。）

５．PBでリンス

６．アセトンに置換

25% acetone　　on ice 15-30 min

50% acetone　　on ice 15-30 min

75% acetone　　４℃　一晩

99.5% acetone　　on ice 15-30 min

100% acetone（無水アセトン）　　RT  15 min×２回

７．樹脂に置換（ローテーターでごくゆっくり回しておく）

12.5%樹脂(−DMP) in acetone  RT  2 hr

25%樹脂(−DMP) in acetone  RT  2 hr

50%樹脂(−DMP) in acetone  RT  2 hr

75%樹脂(−DMP) in acetone  RT  2 hr

100%樹脂(−DMP)  RT一晩　

100%樹脂(＋DMP)  RT  4 hr×２回

８．型に入れ60℃オーブン 24 hr〜　で樹脂を重合させる。

　　（ブロックは湿気を避けて保管）
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⑵ 切片の作製
−作業の流れ−

図に作業の流れを示す。
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[image: image42.jpg]MBEE





—準備—
・グリッドにホルムバールの膜を張る

（前日〜当日に作る。古いものは水をはじいて使いにくい。）

レンズペーパーで拭いたスライドグラスを 0.5%ホルムバール in クロロホルム (or 二塩化エチレン) に浸け、一定速度で引き上げる。引き上げる速度が速いほど膜は厚くなる。２分間程度乾かし、水を張ったバットの中で水面に浮かしていくようにそっと剥がす（スライドグラスはlotによって剥がれやすいものと剥がれにくいものがあるので自然に剥がれてくるものを使う）。干渉色で銀色に見えるくらいが適当な厚さである（無色：薄く破れやすい、金色〜紫色：厚く像が暗くなる）。良さそうなところへグリッドを置いていく。最後にパラフィルムを上からかぶせて持ち上げ、ホコリを避けて保管。
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—手順—
１．ブロックをできるだけ小さく（目安 0.5mm四方）トリミングする。はじめはやすりで、仕上げは実体で見ながらカミソリで。面が裾広がりの台形なるように整形してやる。

２．サンプルが出てくるまではガラスナイフで切っていく。

３．光顕用ダイアモンドナイフ（またはボート付のガラスナイフ）に切り替え、厚さ0.5µm切片をつくる。切片を白金ループ等でAPSコート付スライドグラス上にとり、トルイジンブルー染色で観察しつつ観たい場所の少し手前まで切り進めていく。

—トルイジンブルー染色—
染色液　・１％トルイジンブルー in 0.1M PB (pH 7.0) 又は

・0.5％トルイジンブルー in 2% sodium borate

染まりが弱い場合は染色液をマウントしてホットプレート上で数十秒加熱後、水で洗い流す。non-coat のスライドグラスだと切片ごと流れていってしまうことがある。封入後は退色が速いので封入をせず保管する。

４．電顕用ダイアモンドナイフ（またはボート付の新しいガラスナイフ）に切り替え、厚さ70 nm切片をつくる。クロロホルムをしみ込ませたつまようじをかざして切片を広げる。

５．ホルムバール膜を張ったグリッドで切片をすくい取り、グリッドケースに保管。

＝ガラスナイフの作り方＝

①〜④の順にガラス割り機で割って行く。最終的にグレーの部分を刃として使うので直接手で触らない。拡大すると右側の図のようになっており、片方しか刃として使えない。防水テープでボートをつくり、水が漏れないよう境界をマニキュア等で補強する。水は表面張力で盛り上がる直前までまで入れる。
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⑵ 電子染色

酢酸ウラン／クエン酸鉛　二重染色について紹介する。

—準備—
・１％酢酸ウラン in 70% MetOH 　または　 １％酢酸ウラン水溶液

MetOH 溶液は-20℃で遮光保存（不安定で沈澱が出やすい。強く染まる。）

水溶液は４℃で遮光保存（安定で仕上がりもきれいだが染まりが弱い。）

・Raynolds クエン酸鉛

硝酸鉛1.33 g、クエン酸ナトリウム1.76 g を30 mlのDW に溶かす。１分間強く振とうし、その後も時々振って約30分間放置する。この間に硝酸鉛がクエン酸鉛に変わる。この溶液に８ ml の１ N　NaOH を静かに注ぐと白濁が消えていく。最後に 50 ml にメスアップする。CO2に触れると炭酸鉛の不溶性沈澱が生じてしまうので、しっかりパラフィルムで密閉して４℃で保存。

（酢酸ウラン、クエン酸鉛は使用前に遠心で沈澱をのぞく。）

· 角シャーレ２枚（うち１枚は NaOHの粒を入れておく）

—手順—
１．沢山のグリッドをまとめて染色する場合は専用の粘着棒（グリッドスティック）にホルムバール膜を上に向けてグリッドを貼リ付けていく。

２．遮光したシャーレにパラフィルムを敷いた上で作業する。酢酸ウランをたらし、この上にグリッドを膜を下に向けて置く。RT 3〜10 min。
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３．洗浄。ピンセットでグリッドをつまんでピンセットに水を伝わせるように洗瓶で洗浄し、三角形に切ったろ紙で水滴を吸い取る。スティックの場合は50 ml チューブに準備したDW 中で３回洗浄。

４．NaOH 粒を散りばめたシャーレにパラフィルムを敷き、クエン酸鉛をたらして同様にグリッドを下向きに置く。RT 3〜5 min。

５．３と同様に洗浄。

６．乾かしてグリッドケースに保管。
⑶ 観察
　透過型電子顕微鏡の簡単な構造図を下に示す。なお、電子顕微鏡の操作は習熟者に習うか、メーカーが開いている講習会で修得する必要がある。
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操作方法（日立　H-7600 の場合）
１）POWER ON ( 扉は押して開ける)。右下のKey をCOL ON にすると自動的にPC、ソフト が立ち上がる。

２）加速電圧設定　Acc Voltage をダブルクリック → 80〜100 kV → SET。

３）Filament Voltage をダブルクリック。この Filament control 画面はずっと出しておく。

Auto set up → 15sec

Emission Current → Auto

４）左の HVボタン を押す。電子銃に電圧がかかり始める。画面で正常に電圧が上がっていくことを確認。

５）試料を抜いた状態で軸合わせを行う。

まず集束レンズ絞りが level 2 になっていることを確認する。level 3 以上を入れると暗くなり過ぎる。

→ Zoom2 (×６k位) にして Brightness ダイアルで光を集束させる。

→ マルチノブ (BH モード)で光が中心にくるようにする。

→ Filament control 画面で Filament vol. を下げ、ドーナツ状の Filament 像を確認する。ずれていたら Function/BD control で GT (Gun Tilt) モードを選び、マルチノブで中心へ（1200EX のようにspot size を変えて合わせていかなくていい）。合わせたらBH モードに戻しておく。

→ 再び Filament vol を上げていき、視野がかけなくなったところを preset 値にする。 

→ Brightness で光を広げていったとき、均等に広がらないようなら集束絞りで調整する。

６）集束レンズの非点補正は普段はやってない。 Brightness で光を集束させたとき円になっていればOK。

７）電圧軸調整 (結像系軸調整) と対物レンズ非点補正はたまに気が向いたらやっている。調整用の試料を見ながら行う。

８）試料の挿入。試料を出し入れする時は必ず Filament は OFF にしておく。(Beam OFF ではバイアスを高くすることで切っているだけなので Filament を ON/OFF するほうがよい。)

集束レンズ絞り：入れて観察。見える範囲には影響しない。

対物レンズ絞り：対物可動絞り。コントラストを調整する。絞ると見える範囲が制限される。

制限視野絞り：入れないで観察。試料より下にあって実際に写る範囲を制限する。

—試料ホルダー入れ方—
レバーが EVAC になってることを確認。まず当たるところまで入れ、赤ランプが緑になるまで待つ。緑になったら真空になっているので急に引き込まれないように注意しながら棒を右に回してさらに差し込む*1 。当たったら左に回してさらに奥まで差し込む*2 。

＊1 緑ランプは30 sec 以上無視していると消えてしまう。その時は最初からやり直し。

＊2 ゆっくりしないと加速電圧が落ちる。落ちてしまったら試料を出してやり直す。

—試料ホルダー抜き方—
引いて回す→ 引いて逆に回す→ AIR にする→ 赤ランプがついたら抜く

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　→ EVAC に戻しておく

９）Filament ON

　　まず対物レンズ絞りを入れてやりZoom1 (×6k) 位で見る。中心がずれている場合は対物可動絞りの X ,Y を調整して中心にもってくる。光を集束した時のずれはマルチノブ（BH モード）で調整する。

　・Low Mag mode での観察時は対物レンズ絞りは入れない。対物レンズ絞りだけは手動では出し入れできないので IN/OUT ボタンを使う。Zoom mode では必ず対物レンズ絞りを入れないと試料損傷が激しい。

　・見えにくいときは SPOT を押してスポット蛍光板を入れる。

　・倍率を変えた時にずれたピントはマルチノブ（BH モード）で合わせる。

　・PC画面でレンズモード/スポットサイズを小さくすると暗くなるがピントの合う範囲が広くなる。

　・WOV を入れてスポット蛍光板を見ながら FOCUS を合わせる。×10と×20 を両方入れると WOV 効果は 200倍になる。

10）撮影   Film inf のウィンドウ

　・operator code

　・右端にデータラベルが入る。サイズ full or half を選ぶ。ラベルの入力が終わったら上の SET を押す (下を押すと１枚空送りされてしまう)。

　・Zoom1 のときのみ image rotation ができる。IMAGE ROT ボタンを押し、MAGダイアルデ回す。回すとFocus がずれるので合わせ直す。

　・撮影のときは暗くなるが対物レンズ絞りを絞った方がきれい。Focus は合わせ直す。

　・HC : high contrast (推奨 spot size 3) , HR : high resolution (推奨 spot size 4)。spot size は Lens mode から設定。

　・Brightness を変えて露出時間を調整する。スポット蛍光板が出ているときはそこで露出が計算される。大蛍光板の視野に影がある時はスポット蛍光板を入れて調整 (参考：Zoom1 のとき1.0 sec、Zoom2 のとき2.8 sec)。

　・フタをしてPhoto ボタン (部屋の赤いランプは安全灯ではなく感光してしまう)。スクリーンの色が反転している間は露光中なので開けない。

11）Film の取り出し

　・Film 箱を入れ替える時は先に予備排気室を大気圧にし、Film 箱を取り出せるようにしておく (カメラ室の操作を始めると予備排気室の操作は後回しにされてしまう)。

　・カメラ室を 大気圧 にする。

　カメラ室右の EVAC ボタンを押す→ AIR のランプもつく→ AIR ボタンを押す→ EVAC ランプが消え、AIR が点滅する→ 完全に大気圧になったらピーッと鳴って AIR が点灯する。

　・手前が Film 受け箱、奥が Film 箱

　Film 受け箱を取り出し、現像へ。

　Film 箱を変える時は予備排気室から新しい Film 箱を取り出し (手前のものから使う) 、しっかり奥までセットする。空の Film 受け箱を手前にセットし、取手を下に倒す。

　カメラ室を閉じて AIR → EVAC の順に押す。正常に Pi4 (Function/EVAC control) の値が下がっていくのを確認する。Film inf ウィンドウで残り枚数の所に 50 を入力し SET を押す (一番上の遮光板が送られる音がする)。

・予備排気室も脱気しておく。

12）現像

・現像液を20℃にしておく。

・Film をラックにかける。

現像液 (D19 ３倍希釈) 4 min→ 停止液 60sec→ 定着液 5min→

　　　　水洗 30sec→ Quick Wash 30sec→ 水洗 5minc→ Dry Well 30sec

・現像の待ち時間に新しいFilm をセット。

白っぽい乳剤面を上にして左右上下の押さえにちゃんとはめる。

50 枚セットしたら最後に遮光板を入れる。

13）終了

・HV を切る (HV ボタンを続けて２回押す)。

・予備排気室の脱気が終了したらソフトを終了しシャットダウン。

· Key を EVAC ON へ。

付録：準備するもの

試薬

−固定、包埋用−

・0.2M リン酸ナトリウム緩衝液（PB）、pH6.8およびpH7.0（リン酸ナトリウムより調製）
・25% グルタールアルデヒド水溶液（電子顕微鏡用のものを購入）

・2% オスミウム酸水溶液（アンプル入りのものを購入すると良い）

・Quetol 651セット（日新EM）

・アセトン（99.5%）→　通常のアセトン
・無水アセトン（有機合成用として売っている）

−切片作製用−

· 0.5%ホルムバール in クロロホルム (or 二塩化エチレン)

· グリッド各種

・トルイジンブルー

・スライドガラス（APSコート済みのもの、コート無しのもの）

· 封入剤（エンテランニューなど）

· クロロホルム

−電子染色用−

· 硝酸鉛

· クエン酸ナトリウム

· 水酸化ナトリウム

· 酢酸ウラン（使用には手続きが必要である。電顕担当者に相談する。）

器具

−固定、包埋用−

· ピンセット（先の細いものが良い）

· カミソリの刃（スチール製、片刃のもの）

· プラスチック角シャーレ

· ガラスバイアル

−切片作製用−

· クロスピンセット（電子顕微鏡用）

· 竹串の先にまつげを接着したもの

· グリッドケース

−電子染色用−

· プラスチックシャーレ（大きめのものが使いやすい）

· パラフィルム

· 濾紙

4. 遺伝子を単離する

4.1  ゲノムDNA抽出
西山智明
ここでは以下の3通りのDNA抽出法を紹介する。
· CTABを用いた抽出法

· CTABを用いた抽出法(簡便法)

· クラボウNA-2000を用いたゲノムDNAの自動抽出



CTABを用いた抽出法
DNA抽出用の組織の準備
1. 8〜15 mm程度のコロニーを粉砕して4枚のプレートにまく。 

2. 10日間程度25˚C連続光下で培養する。 

3. 茶色くなりはじめる前に回収する。 

4. (optional) もし、茶色くなりはじめたら、再び破砕し、 5日間程度25C連続光下で培養後に回収する)

用意するもの
· 乳鉢、乳棒 

· 50 ml Falcon (1本/sample) 

· 10 ml 丸底遠沈管(PPCO)(2本/sample) 

· 40 ml 丸底遠沈管(PPCO) 

· 1.5 ml tube (1本/sample) 

· 液体窒素 

· 2x CTAB buffer (2% CTAB, 1.4 M NaCl, 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 20 mM EDTA) 

· Chloroform:Isoamylalcohol 25:1 

· 10% CTAB 

· CTAB ppt. buff. (1% CTAB, 50 mM Tris-HCl pH8.0, 10 mM EDTA) 

· 1 M NaCl/TE (1 M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA) 

· エタノール 

· 70% エタノール 

· TE 

· 3 M sodium acetate pH 5.2 

· PEG soln. (30% PEG 6000, 2.5 M NaCl) 

· 恒温槽(ウォーターバス) 60˚C 

抽出手順
1. プロトネマをセロハンから回収し、ペーパータオルに挟んで押し余分な水気を取り除く 

2. 組織の質量をはかり記録する 

3. 液体窒素で冷やしながら、乳鉢と乳棒で、組織を粉砕する 

4. 粉末を50 ml Falcon に移す 

5. –80˚C に置いて、液体窒素を蒸発させる 

6. 2xCTAB を沸騰直前まで電子レンジで加熱する 

7. 粉末に4 mlの 2xCTAB buffer を粉末に加え、60˚Cのウォーターバスにいれ、 軽く混ぜて、とかす 

8. 60˚Cで1時間緩やかに振盪しながらインキュベートする 

9. 5 mlの Chloroform:Isoamylalcoholを加える 

10. ローテータで30分間混ぜる 

11. No. 25 ロータで4000 rpm 20 min 遠心する 

12. 上層を10 ml 遠沈管に移す。(この時は、多少中間層を吸ってもたくさん取るようにする) 

13. 0.4 mlの10% CTABを加える 

14. 5 mlのChloroform:Isoamylalcoholで2回、抽出を行う 

15. 最後の上層を40 mlの遠沈管に移す 

16. 10 mlの CTAB ppt. buffを加える 

17. 6000 rpm 20 min遠心する。(ロータNo. 7) 

18. 上清を捨てる 

19. 5ml の1M NaCl/TEを加えて、60˚Cで混ぜて溶解させる 

20. 2 倍量(10 ml) の エタノールを加える 

21. 18000 rpm, 10 min, 25˚Cで遠心する 

22. 上清を捨てて、ペレットを70% Ethanolでリンスする 

23. 400 µl TEに溶かし、1.5ml に移す 

24. 2 mg/mlのRNaseを1 µlくわえる 

25. 37C で 0.5 hour 保温する 

26. 氷上で冷却し液が濁ったら 4˚C 15000 rpm 10min遠心、上清を回収する 

27. 600 µl H2Oと400 µl PEG soln.を加え混ぜる 

28. 15000 rpm 10 min遠心 

29. 上清を捨てて、1 mlのTEに解かす 

30. 400 µl PEG soln.を加え混ぜる 

31. 15000  rpm 10 min遠心 

32. 上清を捨てて、400 ulのTEに解かす 

33. 40 µlの3 M sodium acetateを加える 

34. 1 ml のエタノールを加え混ぜる 

35. 15000 rpm 10 min遠心 

36. 上清を捨てて、500 µlの70% エタノールを加える 

37. 15000 rpm 5 min遠心 

38. 上清を捨てて、大まかに乾かす 

39. 200 µlのTEに溶かす 

Notes

収量は21.3 +- 6.1 ug DNA/g fresh weight くらい。 


CTABを用いた抽出法(簡便法)
上述のCTABを用いた方法は、高純度のDNAが得られるが、手間がかかり、 比較的多くの組織を用意する必要がある。 PCR検定に使う程度の純度・量であれば、より簡便に抽出することができる。 この方法は多数の検体をPCRでスクリーニングするような場合には有効である。 

DNA抽出にもちいる組織
BCDATG培地上に形成した若々しい緑色のコロニーから寒天をできるだけ除いたもの あるいはセロハン上で生育させたプロトネマをもちいる。茶色くなってきたもの では、PCRでDNAが増幅されないことがあるので必ず若い緑色の組織から抽出する。 

用意するもの
· 乳鉢、乳棒 

· 1.5ml tube 

· 2x CTAB buffer (2% CTAB, 1.4 M NaCl, 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 20 mM EDTA) 

· Chloroform:Isoamylalcohol 25:1 

· 2-propanol 

· 70% エタノール 

· TE 

抽出手順
1. 1.0 ml 2xCTAB buffer中で乳鉢と乳棒で、組織を粉砕する。 

2. 懸濁液を1.5 ml tubeに入れる。 

3. 60˚C で一時間incubate. 

4. 500 µl Chloroform:Isoamylalcohol 25:1で抽出 

5. ローテータで30分間混ぜる。 

6. 遠心 15000 10 min 

7. 上層を新しい1.5 ml tubeに移す。 

8. 500 µl の2-propanolを加える。 

9. 遠心 15000 rpm, 10 min 

10. 上清を捨てて、ペレットを70% Ethanolでリンスする。 

11. 100 µl TEに溶かす。 

Notes

通常0.5 μl ~ 1.0 μlの溶液を鋳型にしてPCR反応を行い 目的遺伝子を増幅させることができる。 



クラボウNA-2000を用いたゲノムDNAの自動抽出
PCR検定や大まかなゲノミックサザン解析に使う程度の純度・量であれば、クラボウ核酸自動抽出装置を用いて少量の植物体から簡便にゲノムDNAを抽出することができる。この方法は多数の検体をPCRでスクリーニングするような場合には大きな効果を発揮する。
準備
1. コケを寒天培地に移植し、直径1〜2 cmのコロニーまで育てる。セロハン上で培養した方が植物体を回収しやすい。または、ポリトロンで破砕した原糸体をセロハン上の培地で１週間継代培養したプレートを１枚準備する。

2. 専用チューブを組織破砕用とDNA受け手用の２つ１組をオークレーブする。

手順
植物体サンプルは直径１〜２ cm程度のコロニーをピンセットで細かくしながら専用6連チューブに入れる。寒天はできるだけ除く。できるだけ原糸体を用いることが望ましい。セロハン上で継代培養した原糸体であれば100 mg程度をチューブの１ウェルに入れる。
1. クラボウ自動粉砕器SH-40で植物体を破砕する。条件は1200 rpm、2分間。植物体を凍らさないこと。

2. 液体窒素の中に6連チューブを入れて、植物体を凍結する。

3. さらにSH-40で植物体を破砕する。条件は1200 rpm、2分間。

4. サンプル当たり0.43 mlの植物組織溶解液を加え、65˚Cで1時間インキュベートする。

5. NA-2000にセットして、自動抽出をスタートする。Ver.1プロトコールで行った方が収量がよい。

6. 自動抽出を終えたら、一晩風乾する。

7. サンプル当たり100 µl TE、1 µl の1 mg/ml RNaseAを加え、37˚C、1時間インキュベートする。

8. PEG沈殿を行う。

9. 50~75 µlのTEを加えて溶解する。

4.2  ゲノムDNA を鋳型としたシングルコピー遺伝子のPCR法による増幅

西山智明

目的に応じた酵素の選択
現在は様々な耐熱性DNA polymeraseが市販されており、性質がそれぞれ異なるので目的に応じて適切な酵素を用いる。 

既知の遺伝子のゲノム配列のクローニング

ある程度大きなゲノム断片をクローニングする場合PCRエラーの少ない酵素を選ぶ。 経験ではKOD plus DNA polymerase (TOYOBO)は増幅効率も比較的良好で、かなり高い正確性を持ち 数kbに1箇所程度しかエラーがないクローンが得られるようである。Ex Taq DNA polymerase (TAKARA)は増幅効率はよいが、やはり正確性に劣り、数kb程度でもエラーのないクローンを得るのは困難である。 何らかの理由でKOD plus DNA plymeraseで増幅できなかった場合にはHerculase (Stratagene), LA Taq, Ex Taqを試みる。KOD plus DNA polymeraseで増幅した断片はAの突出がないのでTAクローニングはできない。Zero Blunt TOPO PCRクローニンキット(シークエンス用)を用いると効率良くクローニングできる。なお、長いDNA断片は UVに弱いので、Crystal Violet (Sigma C-3886)を10μg/ml含むアガロースゲルおよびバッファー中に入れて泳動し、ライトボックスの上で切り出すようにすると結果が安定する。このときは、BPBを含まず色素としてはキシレンシアノールのみを含むローディングダイを用いる。

デジェネレートプライマーによる遺伝子の探索

増幅率のよいEx Taqを用いる。

形質転換体のtargetingの確認

価格の安い組換えTaqまたは増幅率のよいEx Taqを用いる。

半定量的RT-PCR

遺伝子数x組織の種類数xサイクル数の種類数と数多くのPCR反応を行う必要があり、どうしても混合・分注に時間がかかるので、抗体を配合して低温での活性を押さえてある酵素を選ぶ。Ex Taq Hot Start Version, PfuTurbo Hotstart DNA polymerase等をもちいる。Ex Taq Hot Start Versionの方が増幅率が高く、低発現量の遺伝子の解析にはこれを用いる。まだ発売まもなく試したことがないが、blend Taq plus (TOYOBO)も候補になる。

準備（常法と特に異なる点はない。ここでは我々が使っているものを記す）
試薬
・市販のPCR用ポリメラーゼ（バッファー、基質は添付されている）
器具
・ サーマルサイクラー　Perkin-Elmer社のGeneAmp PCR System 9700等
方法
1） プライマーの合成
増幅したい遺伝子に特異的な配列を持つプライマーを合成する。特異性の高いプライマーを設計するには各プライマーの3'末端付近はATを多く5'末端付近にGCを多めにする。特に3'末端の5塩基のうち3塩基はAまたはTとなるように努力する。Tm60C以上75C以下くらいで両方のプライマーのTmをあわせる。Tmは大抵http://alces.med.umn.edu/rawtm.html にて計算している。
2）PCR反応
1. 反応は基本的に酵素を販売している会社の推奨条件に従うが、KOD plusとEx Taqを使った場合の例を示す。CTAB法またはその他の方法によって抽出したDNA 約10-500ngを鋳型に、以下の反応溶液でPCRを行う。degenerate primerを用いるときは、primerの濃度を増やした方が良いかもしれない。
KOD plus DNA plymeraseの場合

	DNA
	100-500 ng

	5'側プライマー
	15 pmol

	3'側プライマー
	15 pmol

	10x PCR バッファー 
	5.0 µl

	MgCl2 (25mM)
	2.0 µl

	dNTPs (2.0mM each)
	5.0 µl

	KOD plus DNA polymerase (1U/ul)
	1.0 µl

	+ H2O
	to 50 µl


ExTaqの場合

	DNA
	10-500ng

	5'側プライマー
	25 pmol

	3'[側プライマー
	25 pmol

	10x PCR バッファー 
	5.0 µl

	dNTPs (2.5mM each)
	4.0 µl

	Ex Taq (5U/ul)
	0.25 µl

	+ H2O
	to 50 µl


2. 94˚C 2minのあと以下のステップを30サイクル行う。 

	94˚C
	30 s

	55˚C 
	30 s
	(注 非特異的な産物が増幅される場合は温度を上げる)

	68˚C 
	5 min
	(注 目的の産物の長さに応じて変更する。1 min/kb)


3. 5 ul を電気泳動し、バンドを確認する。
コメント
形質転換体のスクリーニングのようにサンプル数が多いときには、PCR反応の全量を10 μlで反応させている。サンプル数が多い場合はPCR反応後に3X loding dyeを5 μlずつ連続分注ピペットで加え、3 μlずつ泳動する。 

4.3  TAIL-PCR法によるゲノム領域の単離　
日渡祐二・西山智明 
TAIL（Thermal asymmetric interlaced）-PCR法は、genomic DNAを鋳型に特異的プライマーと任意プライマーを用いて、nested PCRを行うことにより、特異的プライマーに隣接した未知領域を単離する方法である。 詳細な原理については以下の文献を参考にして頂きたい。
劉　輝光(1995)　TAIL-PCRによる未知DNA配列の増幅とシークエンシング。植物のPCR実験プロトコール．Pp83-89.
Liu, Y.G. and Whttier, R.F. (1995) Thermal asymmetric interlaced PCR: Automatable amplification and sequncing of insert and fragments from P1 and YAC clones for chromosome walking. Genomics 25, 74-681.

Liu, Y.G., Mitsukawa, N., Oosumi, T. and Whttier, R.F. (1995) Efficient isolation and mapping of Arabidopsis thaliana T-DNA insert junctions by thermal asymmetric interlaced PCR. Plant J. 8, 457-463.

はじめに、（１）Ex Taq DNA polymerase（TAKARA）を用いたTAIL-PCRについて述べる。次にPCRにかかる時間を大幅に短縮した（２）KOD Dash DNA polymerase（TOYOBO）によるTAIL-PCRについて述べる。Ex Taqを用いた場合には1kbから4kb程度の配列が単離できるが、KOD Dashでは長いクローンはとりにくいようである。どちらの方法も、GeneAmp 9600（Perkin-Elmer）をサーマルサイクラーとして使用した場合のPCR条件に設定してあり、それ以外の機種を使用する場合には、PCR条件を至適化する必要がある。
任意プライマーとして、われわれは以下の３種類のプライマーを使用している。 

· A1: 5'-NGTCGASWGANAWGAA-3' 

· A2: 5'-GTNCGASWCANAWGTT-3' 

· A3: 5'-WGTGNAGWANCANAGA-3'

また特異的プライマーについては、Tm=72℃以上を基準に考えて設計する。また、正しい産物であるかを判定するため、三つ目の特異的プライマーより先に既知の領域を50bp以上は残しておく。
（１） Ex Taq DNA Polymeraseを用いたTAIL-PCR
1st PCR反応溶液組成 (total 20μl)
反応液はなるべく氷上ですばやく調整する。 通常は96 well PCRプレートを用いる。
	1.00 µl
	40-200 ng/µl genomic DNA

	2.00 µl
	10x ExTaq buffer

	1.60 µl
	2.5 mM dNTPs

	0.40 µl
	10 pmol/µl GSP1

	1.00 µl
	100 pmol/µl A1-3 (degenerate primer)

	0.20 µl
	5 U/µl ExTaq

	13.80 µl
	H2O


1st PCR条件
PCR機のサイクルを開始し、温度が80Cを越えてから プレートをPCR機にセットする。
95˚C, 1min
(94˚C, 30 s -> 65˚C, 30 s -> 72˚C, 3 min 30 s) x 5
94˚C, 30 s -> 30˚C, 30 s -> 72˚C, 3 min 30 s
94˚C, 30 s -> 68˚C, 30 s -> 68˚C, 3 min 30 s  ━┓
94˚C, 30 s -> 68˚C, 30 s -> 68˚C, 3 min 30 s   x 13
94˚C, 30 s -> 44˚C, 30 s -> 68˚C, 3 min 30 s  ━┛
68˚C, 5min
4˚C

2nd PCR反応溶液 (total 20μl)

	1.00 µl
	1st PCR product (DF=50-200)

	2.00 µl
	10x ExTaq buffer

	1.60 µl
	2.5mM dNTPs

	0.40 µl
	10 pmol/µl GSP2

	0.80 µl
	100 pmol/µl A1-3 (degenerate primer)

	0.16 µl
	5U/µl ExTaq

	14.04 µl
	H2O


2nd PCR条件
95˚C, 1min
94˚C, 30 s → 68˚C, 30 s → 68˚C, 3 min 30 s ━┓
94˚C, 30 s → 68˚C, 30 s → 68˚C, 3 min 30 s x 13
94˚C, 30 s → 44˚C, 30 s → 68˚C, 3 min 30 s ━┛
68˚C, 5min
4˚C

3rd PCR反応溶液 (total 20μl)

	1.00 µl
	2nd PCR product (DF=50-200)

	2.00 µl
	10x ExTaq buffer

	1.60 µl
	2.5mM dNTP

	0.60 µl
	10 pmol/µl GSP3

	0.60 µl
	100 pmol/µl A1-3 (degenerate primer)

	0.10 µl
	5U/µl ExTaq

	14.10 µl
	H2O


3rd PCR反応条件 (2ndと全く同じ)
94˚C, 1min→95C, 1min
95˚C, 1min
94˚C, 30 s → 68˚C, 30 s → 68˚C, 3 min 30 s ━┓
94˚C, 30 s → 68˚C, 30 s → 68˚C, 3 min 30 s x 13
94˚C, 30 s → 44˚C, 30 s → 68˚C, 3 min 30 s ━┛
68˚C, 5min
4˚C

3rd PCR産物のうち分子量の大きいバンドを切り出してクローニングする。 我々はpGEM T-easy vectorを使うことが多い。 バックグラウンドが結構あるので、blue white screeningを行い、white colonyについてcolony direct PCRで挿入断片長を決定する。 望ましい断片長のクローンについてプラスミドを抽出し配列を決定する。 この時最大のものより短いものも配列を決定しておけば、内部配列の決定が少し早く進むことがある。 決定した配列中にGSP3より先の既知領域の配列があるかどうかを確認する。 既知領域の反対側から決定した配列からプライマーを取り除いた部分に新たなプライマーを設計して、 再度ゲノムDNAを鋳型に単純なPCRクローニングを行い正しい配列を確認する。通常は特異的プライマーと任意プライマーの組で増幅されているが、時に両側特異的プライマーがついていることがある。両側特異的プライマーであっても、片側に既知領域がついている場合、正しいクローンである可能性が高いので捨てずに解析する。TAIL-PCRはその非常に増幅を繰り返すという性質上かなりエラーが入るので、単純なPCRで取り直すことは重要である。失敗原因はは、高温サイクルのアニーリング温度を下げると、非特異的断片が増幅される。分注した任意プライマーを使いきる直前で濃度が狂っていた？などがある。 

以前のプロトコールとの違い：以前のプロトコールでは95Cまで加熱してからプライマーを加えることになっていたが、低温で混合したものをプレート温度が80C を超してから機械にのせる程度のcold startで十分である。また、伸長反応の温度を72Cから68Cに変えている。これは、72˚CではDNAがdepurinationを起こし、長い産物が増えにくいと言われているためである。3rd PCRを2nd PCRと同じにすることでプログラムの手間を減らした。 

（２） KOD Dash DNA Polymeraseを用いたTAIL-PCR
1st PCR反応溶液組成（total 20 µl ）
1.0 µl 40 ng/ul genomic DNA
2.0 µl 10x KOD dash buffer
2.0 µl 2 mM dNTPs
0.4 µl 10 pmol/µl GSP1
1.0 µl 100 pmol/µl A1-3 (degenerate primer)
0.4 µl 2.5U/µl KOD Dash
13.2 µl H2O
1st PCR条件
94˚C, 1 min→95˚C, 1 min（！この間にprimerを反応溶液に加える）
(94˚C, 20 sec->65˚C, 5 sec->74˚C, 30 sec) x 5
94˚C, 20 sec->30˚C, 30sec-> (1 or 3 min)→74˚C,30 sec
94˚C, 20 sec->68˚C, 5 sec->74˚C, 30 sec  ━━┓
94˚C, 20 sec->68˚C, 5 sec->74˚C, 30 sec   x 13
94˚C, 20 sec->44˚C, 5 sec->74˚C, 30 sec  ━━┛
72˚C, 1 min
4C

2ndPCR反応溶液（total 20 ul ）
1 ul 1st PCR products (DF = 50)
2 ul 10x KOD dash buffer
2 ul 2 mM dNTPs
0.4 ul 10 pmol/ul GSP2
0.8 ul 100 pmol/ul A1-3 (degenerate primer)
0.3 ul 2.5u/ul KOD Dash
13.5 ul H2O
2nd PCR条件
94˚C, 1 min→95˚C, 1 min（！この間にprimerを反応溶液に加える）
94˚C, 20 sec→68˚C, 5 sec→74˚C, 30 sec ━━┓
94˚C, 20 sec→68˚C, 5 sec→74˚C, 30 sec x 10
94˚C, 20 sec→44˚C, 5 sec→74˚C, 30 sec ━━┛
74˚C, 1 min
4˚C

3rd PCR反応溶液（total 20ul ）
1 ul 3rd PCR products (DF = 50)
2 ul 10x KOD Dash buffer
2 ul 2 mM dNTPs
0.6 ul 10 pmol/ul GSP3
0.6 ul 100 pmol/ul A1-3 (degenerate primer)
0.2 ul 2.5 u/ul KOD Dash
13.56 ul H2O
3rd PCR反応条件
94˚C, 1 min→95˚C, 1 min（！この間にprimerを反応溶液に加える）
94˚C, 20 sec→68˚C, 5 sec→74˚C, 30 sec ━━┓
94˚C, 20 sec→68˚C, 5 sec→74˚C, 30 sec x 9 or 10
94˚C, 20 sec→44˚C, 5 sec→74˚C, 30 sec ━━┛
74˚C, 1 min
4˚C

4.4  RNA抽出

藤田知道

RNA の抽出には以下の方法が有効である。

・ １）ISOGEN (NIPPON GENE) を用いる方法

・ ２）RNeasy (QIAGEN)を用いる方法

・ ３）グアニジンバッファーとCTABバッファーを用いる方法

・ ４）DYNABEADS mRNA DIRECT kit (DYNAL) を用いる方法

原糸体protonemaと茎葉体gametophore では、RNA抽出の際の夾雑物がかなり異なる。protonema からはいずれの方法においても容易に純度の高いRNAを得ることができる。gametophore の場合は遠心の際にRNA と共に沈澱する夾雑物が多く、そこから夾雑物を除くとRNA をかなりlossするため、遠心をすることなくRNA を抽出する方法として４）が有効である。また、方法２）におけるRNeasy(QIAGEN)によるRNA抽出の場合 、ゲノムDNAが混入しており、目的によってはDNase処理を施す。RNeasyとDNase処理あるいは、方法４）により我々は、RT-PCRを行っている。若い胞子体からのRNA抽出に方法２）で成功している。得たRNAは３’RACEに用いた。

抽出したRNAの利用方法によっても抽出法を変えた方が良い。

(1) RACE法に用いる場合

RACE 法には、Invitorgen社の3'RACE System kitを用いる場合は１）２）３）の方法で抽出したtotal RNA でうまくいく。CLONTECH社のMarathon cDNA amplification system kitを用いる場合は４) で抽出したpoly(A)+ RNA が良く、１）、３）の方法で抽出したRNAではうまくいかなかった。

(2) Northern hybridization法に用いる場合

労力はかかるが、poly(A)+RNAを用いた方がきれいなシグナルが得られる。

total RNA を用いる場合には１）または３）の方法で抽出後、RNeasy (QIAGEN) などで使用説明書に従って精製する。RNeasy精製によりRNA量は1/6程度に減少するが、OD260/OD280=1.9程度まで、夾雑物を取り除くことができる。1レーンあたり10 ugのtotal RNA をloadする。

poly(A)+RNAを用いるときは、４)の方法 でpoly(A)+RNAを直接抽出するか、１−３）いずれかの方法でtotal RNAを抽出後、DYNABEADS mRNA purification kitを用いてpoly(A)+RNAを精製する。１レーンあたり1ugのpoly(A)+RNAをloadする。

RNA抽出は、RNaseのコンタミを防ぐと共に、手袋を着用し清潔な環境で行なう。

1) ISOGEN (NIPPON GENE) を用いる方法

材料

・1-3g の生材料または凍結材料

protonema の場合、密に生えた9cm plate 3枚分くらい。gemetophore は、植物培養用プラスチック容器(底面積30cm2、高さ9.5cm) 10個分くらいから、茎葉体部分をはさみで切り取り回収する。

試薬

・ISOGEN (NIPPON GENE)

・クロロフォルム

・4 M 塩化リチウム

・イソプロパノール

・エタノール

・75% エタノール

・3 M 酢酸ナトリウム

・DEPC処理水：終濃度0.1%のDEPC (ジエチルピロカーボネート) を加えて撹拌、2回オートクレーブしたもの。

器具

・恒温水槽または50 ml コーニングチューブを加温できるヒートブロック

方法
RNA抽出はkit に添付されている使用説明書の植物材料から抽出する場合のprotocolに従って行なう。注意点は、塩化リチウムによる沈澱の際にでるゼリー状(protonema) または液状(gametophore) の夾雑物を、RNAの沈澱を吸わないようにピペットマンで除くことである。また、エタノールを添加した時に現れる半透明の物質はRNAを含むので除いてはいけない。

コメント
この方法は簡便である。ただし、gametophoreから抽出したRNAはpurity が良くないため200 ng/ul以上に濃縮することは困難である。通常のyield は以下のとおりである。

protonema 50 ug/g fresh weight OD260/OD280=1.8

gametophore 10 ug/g fresh weight OD260/OD280=1.2 (ただし黄色を示する)

２) RNeasy (QIAGEN) を用いる方法

方法

RNA抽出はkit に添付されている使用説明書の植物材料から抽出する場合のprotocolに従って行なう。

コメント

この方法も簡便である。キットに付属のカラム当たりにアプライする材料の生重量の限度を守ること。ゲノムDNAのコンタミが気になる。RACE法などで目的遺伝子のクローニングを試みる際に遺伝子特異的プライマーを用いるとゲノム配列を増やしてくることになる場合があり、dTnプライマーやcDNA合成に用いたアダプター由来の配列をプライマーに用いるとよい場合がある。

収量）プロトプラスト単離後数日間培養した２細胞程度の再生原糸体からは、生重量の２０００分の１程度の重量のtotal RNAが得られる。

３)グアニジンバッファーとCTABバッファーを用いる方法
材料

・ 2 g の生材料または凍結保存した植物体

試薬

・ グアニジンバッファー

· 4 M チオシアン化グアニジン

· 1 M チオシアン化アンモニウム

· 100 mM Tris-HCl pH 7.5

· 1% サルコシル

· 1% 2-メルカプトエタノール

· 5% PVP
・CTABバッファー

2% CTAB

50 mM Tris-HCl pH7.5

5 mM EDTA

0.84 M NaCl

使用直前に1% 2-メルカプトエタノールを添加

・10% CTAB

10% CTAB

0.7 M NaCl

・ CTAB沈澱バッファー

1% CTAB

50 mM Tris-HCl

5 mM EDTA

使用直前に0.5% 2-メルカプトエタノールを添加

・ High-Salt TE

1 M NaCl

10 mM Tris-HCl pH8.0

1 mM EDTA

使用直前に0.5% 2-メルカプトエタノールを添加

・3 M 酢酸ナトリウム pH5.2

器具

・ 冷却遠心機

・ 恒温水槽

方法
1. 生重量2 gの生材料または凍結材料を液体窒素中で乳鉢を用いて粉砕する。

2. 1. に15 ml のグアニジンバッファーを加え、凍結する前に植物材料とバッファーを混ぜ合わせた後、乳鉢ごと50-60℃ のウォーターバスで温めて融かす（凍結して十分グアニジンバッファーとコケが混ざっていないときは、暖めて多少溶けてきたときに混ぜる）。 この操作はバッファーを融かすためであり、融けたバッファーがこの温度まで達する必要はない。

3. 融けたバッファーを植物材料ごとコーニングチューブに移し、15 ml (等量) のクロロフォルム／イソアミルアルコール (24:1) を加え5分間激しく混ぜる 。手で激しく振るか、ローテーターの最大速で混ぜる。激しければ激しいほど良いと言われている。5,000 rpm (HITACHI himac CR20E、 R12A2ローター) で15分間、室温で遠心する。

4. 中間層 （1回目は茶色または緑色の植物体、2回目以降は白または半透明のゼリー状の物質からなる）を取らないように、上層を新しいチューブに移す。15ml (等量) のクロロフォルム／イソアミルアルコール (24:1) を加え5分間激しく混ぜる。3と同様に遠心する。

5. 全部で3回、クロロフォルム／イソアミルアルコール (24:1) 抽出を繰り返す。3回目の抽出の後、水層 (約13.5 ml) に1.5 ml (約1/10volume) の3 M 酢酸ナトリウム (pH 5.2) と2-2.5倍量のエタノールを加えて混ぜる。氷中で30-60分間静置する。

6. 5,000rpm (HITACHI himac CR20E、 R12A2ローター) で20分間、4℃で遠心後、上清をすてる。得られた沈澱を80%エタノールで1回洗う。

7. 沈澱に5 mlのCTABバッファーを加え、55-60℃に20分間静置して溶かし た後、室温にもどす。このとき沈澱はかなり溶けにくく残るので、細かく (<1 mm) なるまでよく振る。5 ml (等量) のクロロフォルム／イソアミルアルコール (24:1) を加えて混ぜ、10分間遠心する。

8. 上層を回収し (~5 ml)、0.6 ml の10% CTABを加えて混ぜる。5.6 ml (等量) のクロロフォルム／イソアミルアルコール (24:1) を加えて混ぜ、20分間遠心する。上層を回収し、0.5% になるように2-メルカプトエタノールを加える。1.2倍量以上 のCTAB沈澱バッファーを加えて混ぜ、室温で30-60分間静置する。 例えば、約4 ml の水層に計10 ml になるように加える。

9. 10-20分間遠心後、上清をすてる。沈澱を5 ml のHigh-Salt TEバッファーに溶かす 。溶けない場合は50-60℃で数分間混ぜて溶かす。12.5ml (2.5倍量) のエタノールを加え、氷中に30-60分間静置する。

10. 5,000 rpmで20分間、4℃で遠心後、上清をすてる。得られた沈澱を80%エタノールで1回洗う。

11. 沈澱を2 ml のTEに溶かす。

ここまでで得られた核酸はDNAとRNAの両方を含んでいるため、さらにISOGEN-LS (NIPPON GENE) を用いて、添付の使用説明書に従い、RNAを精製する。

この方法によるyieldとpurityは以下のとおりである。

protonema 50 ug/g fresh weight OD260/OD280=1.7

gametophore 13 ug/g fresh weight OD260/OD280=1.6

12. 11.のRNAサンプルでゲノムDNAの混入を除くためにISOGEN-LS (NIPPON GENE) を用い以下の操作を行う。その際11.のステップで沈澱を300 ulのTEに溶かすと以下の操作に都合良い。

13. ３倍量のISOGEN-LSを加えて混ぜる。室温で５分間静置する。

14. 0.8倍量のクロロホルムを加え、15秒激しく撹拌し、2-3分室温で静置する。

15. 15分間、4℃で遠心後、水層を回収する。

16. 等量のイソプロパノールを加え、RNAを沈澱させる。

17. 遠心により沈澱を回収し、一度80%エタノールで洗う。

18. 沈澱を乾燥後、適量のTE等に溶解する。

４) DYNABEADS mRNA DIRECT kit (DYNAL) を用いる方法
材料

・ 3g の生材料または凍結保存した植物体

試薬

DYNABEADS mRNA DIRECT kit (DYNAL) または以下の試薬を準備する。 kit に添付の試薬は、large scaleで抽出を行なった場合ほぼ一回分に相当する。

・Dynabeads Oligo (dT)25 (DYNAL) 磁気ビーズであれば他メーカーのものでも同様な結果が得られると期待されるが、試したことはない。それぞれbinding capacity、再生可能な回数、使用方法が異なるため、検討が必要である。

・ Lysis/Bindingバッファー

100 mM Tris-HCl pH 8.0

500 mM 塩化リチウム

10 mM EDTA pH 8.0

1% SDS

5 mM DTT

・ SDS入りWashingバッファー

10 mM Tris-HCl pH8.0

0.15 M 塩化リチウム

1 mM EDTA

0.1% SDS

・ Washingバッファー

10 mM Tris-HCl pH 8.0

0.15 M 塩化リチウム

1 mM EDTA

・ Elution溶液

2 mM EDTA pH 8.0

器具

・ Dynal MPC-1

・ Dynal MPC-E-1
これらは磁気ビーズ回収用の磁石である。他メーカーから販売されているものでも代用可と思われるが、試したことはない。
・ ヒートブロック

方法

RNA抽出はkit に添付されている使用説明書のProtocol B-for large scale mRNA isolationに従って行なう。
1. 生重量3 gの材料または凍結材料を液体窒素中で粉砕し、融ける前にすばやく30 ml (10 ml/g fresh tissue) のLysis/Bindingバッファーに加え、1-2分間ボルテックス にかけて完全にとかす。 50 mlのコーニングチューブを用いる場合の最大量は3.5 g。Gametophoreの場合は粘性が高くボルテックスでは混ざらないため、手で激しく振る。

2. 2,000 rpm (HITACHI himac CR20E、 R12A2ローター) で5秒間、4℃で遠心し、上清を新しい50 mlコーニングチューブに移す 。このとき沈澱している植物体を吸いやすいので、取らないように注意。

3. DYNABEADSの調製を行なう。1mlのDynabeads Oligo (dT)25を懸濁し、DYNAL MPC-E-1 にたてて1分間放置し、上清をのぞく。

4. 0.8ml Lysis/Bindingバッファーに懸濁し、DYNAL MPC-E-1 にたてて1分間放置し、上清をのぞく。

5. 0.8ml Lysis/Bindingバッファーに懸濁し、2. の上清に加えて混ぜる。

6. 室温で10分間 静置し、ビーズを結合させる。通常は3-5分と使用説明書にあるが、液量が多いのと粘性が高いため10分とした。

7. チューブをDYNAL MPC-1 にたてて5分間放置してビーズを集めた後、上清を新しいチューブに移す。上清は氷中に置いておく 。 -80℃で保存し、後日使用することも可能。

8. 1ml のSDS入りWashingバッファーでビーズを集め、エッペンドルフチューブに移し、DYNAL MPC-E-1 にたてて1分間放置し、上清をのぞく。

9. 1 ml のSDS入りWashingバッファーを加えてビーズを懸濁し、DYNAL MPC-E-1 にたてて1分間放置し、上清をのぞく。この操作は2回行なう。

10. 1ml のWashingバッファーを加えてビーズを懸濁し、DYNAL MPC-E-1 にたてて1分間放置し、上清をのぞく。この操作は3回行なう。

11. 20 µl Elution溶液にビーズを懸濁し、65℃で2分静置した後、DYNAL MPC-E-1 にたてて1分間放置し、上清を回収する。

12. 7. で氷中に保存してあった上清を用いて、5.〜11. を4回繰り返す 。 液量が多いため、1回の操作では溶液中に含まれるRNAを全て回収することができない。5回目に抽出したElution溶液中にも1回目と同程度のRNAが含まれていることが多い。ただし、回数を重ねるごとにビーズ表面に夾雑物が沈着するため、regeneration (添付の使用説明を参照) を行なわずに使用するのは5回程度が限度である。また、全てのビーズを回収することはできないため、5回目にはビーズの量が半分程度に減少する

この方法で得られたpoly(A)+RNAは純度が低いため、さらにISOGEN-LS (NIPPON GENE) を用いて、添付の使用説明書に従い、RNAを抽出する。

コメント

この方法は遠心をすることなくRNA抽出を行なうため、gametophore からRNAを抽出する場合に適している。この方法によるyieldとpurityは以下のとおりである。

protonema 3 ug/g fresh weight OD260/OD280=1.6 

gametophore 1-2 ug/g fresh weight OD260/OD280=1.6
4.5  RACE法 
西山智明
RACE(Rapid Amplification of cDNA Ends)法はPCRを利用して cDNAの両末端を単離する方法である。
3'末端を単離するのが3'RACE, 5'末端を単離するのが5'RACEである。


3'RACE

3'RACEはmRNAの3'末端にpolyA配列が存在することを利用して、oligo dTあるいはアダプター配列つきoligo dTプライマーを用いて逆転写し、遺伝子特異的プライマーとこのoligo dTまたはアダプターの間でPCRにより増幅することによってcDNAの3'末端を増幅する方法である。
(1) Life Technologies社の GeneRacer kitを用いる方法
GeneRacer oligo dTプライマーというT24の前に36ntの特異的なアダプター配列をもつプライマーを用いて逆転写して得られたcDNAを鋳型に、遺伝子特異的プライマーとアダプター配列に相補的なプライマーを用いてPCRによって増幅することによって、転写産物の3'末端を特異的に増幅する。アダプター配列が36ntあるのでアダプター配列側についてもnested PCRを行うことによって特異性を高めることができるのがこのキットの特徴である。 

準備
材料

目的遺伝子が発現している組織から抽出したPhyscomitrella patens total RNA

試薬

逆転写

· SuperScript III Reverse Transcriptase

· dNTP 

· 5x first strand buffer 

· RNace out (RNase inhibitor)

· GeneRacer oligo dT primer 

PCR増幅

· TaKaRa Ex Taq Hot Start version

· PCR buffer

· dNTP

· GeneRacer 3' primer 

· GeneRacer 3' nested primer 

· 目的遺伝子特異的プライマー

(2) Life Technologies社の3'RACE System for Rapid Amplification of cDNA Endsを用いる方法
準備
材料

目的遺伝子が発現している組織から抽出したPhyscomitrella patens total RNA

試薬

· SuperScript II Reverse Transcriptase (Life Technologies, Inc.Rockville, MD)

· Adaptor Primer: ggCACgCgTCgACTAgTACT(17) (Life Technologies)

· Universal Amplification Primer: CUACUACAUCAUggCCACgCgTCgACTAgTAC: 5'末端にpAMP1 SystemにクローニングするためのCAUCAUCAUCAU配列を持ったsense primer

· TaKaRa Ex Taq

· CloneAMP pAMP1 System (Life Technologies)

· DH5alphaコンピテントセル

· 50 ug/mlアンピシリン入りLB培地

· Gene Clean II kit (BIO101)などアガロースゲルからDNA断片を回収するための試薬

· Forward Primer: CCCAGTCACGAVGTTGTAAACG

· Reverse Primer: AGCGGATAACAATTTCACACAGG

方法
1) cDNA合成

1)-1 以下のように試薬を調整する。
 　total RNA*1 3ug 　Adaptor Primer (100mol/ul) 1ul 　DEPC水 　全量 11ul 

*1 Isogen (ニッポンジーン)で抽出したRNAや茎葉体から抽出したRNAは精製度が悪い場合が多いが、反応に用いても問題ない。また、茎葉体から回収したRNAの精製度が悪く、DEPC処理水にとけない場合は、ボルテックスで十分撹拌した後、遠心して、上澄みを反応に用いればよい。
1)-2 70℃、10分おく。
1)-3 氷上に3分おく。
5x 1st strand Buffer 4 ul*2
　 0.1 M DTT 2 ul*2
　 10 mM dNTP 1 ul を加えまぜる。
*2 SuperScript II Reverse Transcriptaseに添付されている。
1)-4 37℃、2分おく。
1)-5 SuperScript II Reverse Transcriptaseを1ul加えまぜる。
1)-6 45℃、1時間おき、cDNAを合成する。*3
*3 合成したcDNAは-20℃で保存する。
2) PCR反応

以下のような反応液を調製する。
滅菌水 41.75 ul
Ex Taq Buffer 5 ul
10 mM dNTP 1 ul
cDNA反応液 1 ul
Ex Taq (5U/ul) 0.25 ul

反応液をサーマルサイクラーにかけ、95℃、1分、80℃、1分おいた後、
Universal Amplification Primer (100 pmol/ul) 0.5 ul
目的遺伝子のsense primer*4 (100 pmol/ul) 0.5 ulを加えまぜる。
94℃、5分
94℃、30秒−52℃、30秒−72℃、2分で30サイクル*5
72℃、5分でPCR反応を行う。
*4 目的遺伝子のsense primerがdegenerate primerの場合は1 ul用いる。
*5 上記の反応条件はPerkin Elmer社のGene Amp PCR System 2400、9600、9700で、200 ul容量チューブを用いて反応を行った場合である。その他のサーマルサイクラーで500ulチューブを用いて反応を行った場合は、94℃、1分−52℃、1分−72℃、2分で30サイクルとした。
3) クローニング

3)-1 PCR反応液を1% (w/v) アガロースゲル (SeaKem GTG, TaKaRa)で分離し、目的のDNA断片を切り出し、GeneClean II kit (BIO101), QIAquick gel extraction kit (QIAGEN)などで精製する。
3)-2 Clone AMP pAMP1 Systemを用いてDNA断片をクローニングし、コンピテントセルDH5αに形質転換して、50 ug/mlアンピシリン入りLB培地にまく。
3)-3 pAMP1のクローニング領域の両端に存在するForward PrimerとReverse PrimerとでコロニーPCRを行い、目的の長さのDNA断片が増幅されるコロニーを選択する。3'RACEで用いたプライマーのさらに3'末端に目的遺伝子のsense primerがあればこれとReverse PrimerとでコロニーPCRを行い、DNA断片が増幅されるコロニーを選択する。
4) 塩基配列の決定

遺伝子のスクリーニングを行う場合はひとまず、Reverse Primerを用いて塩基配列を決定し、BLASTにかけて、目的遺伝子と類似性のあるクローンについてForward Primer側も塩基配列を決定するようにすれば効率がよい。 

(3) CLONTECH社のMarathon cDNA amplification systemを用いる方法
原理
この方法は、2本鎖cDNAを合成し、両端にアダプターをライゲーションするところに特徴がある。従って合成したcDNAは、3'RACEおよび5'RACEの両方に用いることができる。
まず、poly(A)+RNAを鋳型とし、poly(T) を持つprimerを用いてMMLV逆転写酵素によってcDNAを合成する。つぎに、RNaseHによるRNAの分解、分解途中のRNAをprimerとしたDNA polymeraseIによる2本鎖DNA合成、DNA ligaseによる2本鎖DNAのライゲーションを同時に行ない、T4 DNA polymeraseによって2本鎖DNA末端の平滑化を行なう。その後、2本鎖DNAの両端にアダプターをライゲーションさせる。こうして合成したアダプター付き2本鎖cDNAを鋳型として、degenerateプライマーとアダプタープライマー、または遺伝子特異的プライマーとアダプタープライマーを用いてPCR反応を行なう。
準備
材料

100 ng poly(A)+RNA

kitに添付の使用説明書では1 ugのpoly(A)+RNA使用するとあるが、100 ngあれば500回の独立したPCR反応を行なうことができ、十分である。
試薬

· Marathon cDNA amplification kit (CLONTECH) 

· 耐熱性DNAポリメレース と反応バッファー（我々は、TAKARA rTaqまたはTAKARA Ex Taq を用いている。）

· dNTPmix (各々2.5 mM)

· 80%と95%のエタノール

· フェノール／クロロフォルム／イソアミルアルコール (25:24:1)

· クロロフォルム／イソアミルアルコール (24:1)

プライマー

degenerateプライマー、遺伝子特異的プライマーともnested になるように、位置をずらせて2種類作成する 。プライマーは24-28塩基でGC含量が40-60%となるように設計する。このキットを用いる方法では、2本鎖cDNAの両端にアダプターが存在するため、nested PCRを行なわないと非特異的な増幅がおこりやすい。2回目のPCRに使用するプライマーとアダプタープライマー2 の5’側 にそれぞれ、(CAU)4、(CUA)4 を付加しておくと、クローンアンプpAMP1システム (BRL) を用いてアダプタープライマーや遺伝子特異的プライマーのどちらかを両端に持つPCR増幅断片（これが意外と多い！）を排除できる。
器具

· 42˚C 恒温槽

· 16˚C 恒温槽

· 70˚C ヒートブロック

· 94˚C ヒートブロック

· GeneAmp PCR System 2400

· 0.2 ml PCR反応チューブ

方法
kitに添付の使用説明書に従って行なう。最初に鋳型として使用するpoly(A)+RNAを100ng にした場合、アダプターライゲーション後の産物1 ul にTricin-EDTAバッファーを25ul (添付の説明書に従い、poly(A)+RNAを1 ug使うときは250 ul。でも、100 ngで十分。) 加える。PCR反応には1ul/(50ul 反応液) を鋳型として用い、kitに添付の使用説明書、耐熱性ポリメレースの使用説明書に従って行なう 。我々が用いた条件は、98℃ 5秒、68℃ 5分の反応を30サイクルである。Nested PCRの鋳型は、1回目のPCR産物5 ul に245 ul Tricin-EDTAバッファーを加えて希釈したものを、5 ul/(50 ul 反応液) を用いて行なう。
コメント
この方法は2本鎖cDNAにアダプターをライゲーションするため、ゲノムDNAのコンタミがあると増幅してしまう欠点がある。あらかじめ、鋳型として用いるRNAをDnase処理するとよい。
<長所> 一度作成した2本鎖DNAから、様々な遺伝子について3'RACEおよび5'RACEの両方に用いることができる。
<短所> cDNA合成をpoly(T) から行なうため、構造によっては5'端が伸長しない可能性がある (我々が得たRACE産物は最長で約2.5 kbpである)。両端にアダプターが存在するため、特に長い産物を得る際に非特異的増幅がおこりやすい。これを防ぐためには、遺伝子側のプライマーのTmをアダプタープライマーよりやや高めに設計する。


5'RACE
5'末端を増幅するためには、真核生物のmRNAの5'末端にあるcap構造をとりはずし、 特定の配列のlinkerをライゲーションしたRNAを鋳型に逆転写、PCR増幅する方法 (Invitrogen GeneRacer kit)や、逆転写してできた1st strand cDNAの3'末端に TdTでpoly Cを付加する方法(Invitrogen社の 5'RACE System)、cDNAの末端にlinkerを ライゲーションする方法(CLONTECH社のMarathon cDNA amplification system)がある。原理的にはGeneRacer kitの方法がもっとも完全な5'末端が 得られると期待されるが当研究室で実績のあるInvitrogen社の 5'RACE Systemと CLONTECH社のMarathon cDNA amplification systemを紹介する。 

(1) Invitrogen社の5'RACE System for Rapid Amplification of cDNA Endsを用いる方法
準備
材料

Physcomitrella patens total RNA

試薬

· SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen)

· 10xReaction Buffer [200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM KCl]

· 25 mM MgCl2

· 10 mM dNTP

· RNase H (Invitrogen)

· Glass Max DNA isolation spin cartridge (Invitrogen)

· Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) (Invitrogen)

· 2mM dCTP
　(以上の試薬はInvitrogen社の5’RACE System, version 2.0に含まれているが、単品で購入して、バッファー類を自分で作成した方が安い。)

· Anchor Primer: CUACUACUACUAggCCACgCgTCgACTAgTACgggIIgggIIgggIIg

· Universal Amplification Primer: CUACUACAUCAUggCCACgCgTCgACTAgTAC

· GSP1: 遺伝子特異的anti-sense primer

· GSP2: GSP1のさらに5’側に設計された遺伝子特異的anti-sense primer。GSP2プライマーの5’末端にpAMP1 SystemにクローニングするためのCAUCAUCAUCAU配列をつける。Uはデオキシウリジンであり、Uを含むプライマーは原則としてInvitrogenに発注している。

· TaKaRa Ex Taq

· UDGクローニング用ベクター
以前はLife TechnologiesからCloneAMP pAMP1 Systemを 購入していたが現在Invitrogenのカタログにはのっていない。現在は、pGEM 3zをSmaIで消化したものを鋳型にプライマーとしてUAGUAGUAGUAGcccgggtaccgagctcgaaとAUGAUGAUGAUGcctctagagtcgacctgcaggcaを用いて増幅したものを用いる。 

· 高効率コンピテントセル(XL10Gold等のコンピテントセルをInoue(1991)に従って作る)

· 50 ug/mlアンピシリン入りLB培地

· Qiaquick Gel Extraction kitなどアガロースゲルからDNA断片を回収するための試薬

· Forward Primer: CCCAGTCACGAVGTTGTAAACG

· Reverse Primer: AGCGGATAACAATTTCACACAGG

方法
1) cDNA合成

1)-1 以下のように試薬を調整する。
　total RNA*1 1 ug
　GSP1 (2.5 mol/ul) 1 ul
　滅菌水
　全量 15 ul
*1 Isogen (ニッポンジーン)で抽出したRNAや茎葉体から抽出したRNAは精製度が悪い場合が多いが、反応に用いても問題ない。また、茎葉体から回収したRNAの精製度が悪く、DEPC処理水にとけない場合は、ボルテックスで十分撹拌した後、遠心して、上澄みを反応に用いればよい。
1)-2 70℃、10分おく。
1)-3 氷上に3分おく。
　　Reaction Buffer 2.5ul
　　25 mM MgCl2 3ul
　　0.1 M DTT 2.5ul
　　10 mM dNTP 1ulを加えまぜる。
1)-4　42℃、2分おく。*1
1)-5 SuperScript II Reverse Transcriptaseを1 ul加えまぜる。
1)-6 42℃、1時間おき、cDNAを合成する。
1)-7 70℃、15分おき、Reverse Transcriptaseを失活させる。
1)-8 55℃、2分おく。
1)-9 RNase H 1 ulを加えまぜ、55℃、10分おく。*2
*2 合成したcDNAは4℃で保存する。精製する前に凍らせるとPCRがかからなくなるおそれがある。
2) cDNAの精製

4℃の1xWash Buffer*2、4℃の70％エタノール、65℃の滅菌水を用意しておく。
*2 Glass Max DNA isolation spin cartridgeに添付されている。
2)-1 1)のcDNA反応液にbinding solution 120ul*2を加えまぜ、液を壁面につけないように注意して、spin cartridge*2に移す。
2)-2 1.5 mlエッペンドルフチューブ用冷却遠心機で4℃で、15000rpm、20秒、遠心する。
2)-3 チューブ内の液を別チューブに回収しておく。*3
*3 cDNAの回収に失敗した時の予備。
2)-4 1xWash Buffer 400 ulを加え、4℃で、15000 rpm、20秒、遠心し、液を捨てる。
2)-5 2)-4をさらに2回くり返す。
2)-6 70％エタノール 400 ulを加え、4℃で、15000 rpm、20秒、遠心し、液を捨てる。
2)-7 2)-6をさらに1回くり返す。
2)-8 spin cartridgeを新しいチューブに移し、65℃の滅菌水、50 ulを加え、4℃で、15000 rpm、20秒、遠心し、液を回収する。*4
*4 回収したcDNAは−20℃で保存する。
3) tailの付加

3)-1 以下のような反応液を調製する。
滅菌水 7.5ul
10xReaction Buffer 2.5 ul*5
25 mM MgCl2 1.5 ul
2 mM dCTP 2.5 ul
cDNA回収液 10 ul
*5 TdTの添付バッファーは、後のPCR反応を阻害するので用いてはいけない。
3)-2 94℃、3分おく。
3)-3 氷上で1分おく。
3)-4 TdT 1 ulを加えまぜ、37℃、10分おく。
3)-5 65℃、10分おく。
4) PCR反応

4)-1 以下のような反応液を調製する。
滅菌水 17.5 ul
Ex Taq Buffer 2.5 ul
10 mM dNTP 0.5 ul
cDNA反応液 2.5 ul
Ex Taq (5 U/ul) 0.125 ul
反応液をPCR機にかけ、95℃、1分、80℃、1分おいた後、
Anchor Primer (10 pmol/ul) 1 ul
GSP1 (10pmol/ul) 1 ulを加えまぜる。
94℃、5分
94℃、30秒−52℃*6、30秒−72℃、2分で25サイクル*7
72℃、5分でPCR反応を行う。
*6 GSP1のTm値の-5℃を目安。
*7 上記の反応条件はPerkin Elmer社のGene Amp PCR System 2400、9600、9700で、200ulチューブを用いて反応を行った場合である。その他のPCR機で500ulチューブを用いて反応を行った場合は、94℃、1分−52℃、1分−72℃、2分で25サイクルとした。
4)-2 以下のような反応液を調製する。
滅菌水 37.5 ul
Ex Taq Buffer 5 ul
10 mM dNTP 1 ul
4)-1PCR反応液の1/50希釈液 2.5 ul
Ex Taq (5U/ul) 0.25 ul
反応液をPCR機にかけ、95℃、1分、80℃、1分おいた後、
Universal Amplification Primer (10pmol/ul) 2 ul
GSP2 (10pmol/ul) 2 ulを加えまぜる。
94℃、5分
94℃、30秒−52℃*6、30秒−72℃、2分で25サイクル*7
72℃、5分でPCR反応を行う。
5) クローニング

5)-1 PCR反応液を1 % (w/v) アガロースゲル (SeaKem GTG, TaKaRa)で分離し、目的のDNA断片を切り出し、Qiaquick Gel Extraction kitなどを用いて精製する。
5)-2 UDGを用いてDNA断片をクローニングし、XL10Goldコンピテントセルに形質転換して、50 ug/mlアンピシリン入りLB培地にまく。
5)-3 ベクターのクローニング領域の両端に存在するForward PrimerとReverse PrimerとでコロニーPCRを行い、目的の長さのDNA断片が増幅されるコロニーを選択する。
6) 塩基配列の決定

遺伝子のスクリーニングを行う場合は、ひとまずReverse Primerを用いて塩基配列を決定し、BLASTにかけて、目的遺伝子と類似性のあるクローンについてForward Primer側も塩基配列を決定するようにすれば効率がよい。 
（2）CLONTECH社のMarathon cDNA amplification systemを用いる方法
原理
この方法は、2本鎖cDNAを合成し、両端にアダプターをライゲーションするところに特徴がある。従って合成したcDNAは、3'RACEおよび5'RACEの両方に用いることができる。
まず、poly(A)+RNAを鋳型とし、poly(T) を持つprimerを用いてMMLV逆転写酵素によってcDNAを合成する。つぎに、RNaseHによるRNAの分解、分解途中のRNAをprimerとしたDNA polymeraseIによる2本鎖DNA合成、DNA ligaseによる2本鎖DNAのライゲーションを同時に行ない、T4 DNA polymeraseによって2本鎖DNA末端の平滑化を行なう。その後、2本鎖DNAの両端にアダプターをライゲーションさせる。こうして合成したアダプター付き2本鎖cDNAを鋳型として、degenerateプライマーとアダプタープライマー、または遺伝子特異的プライマーとアダプタープライマーを用いてPCR反応を行なう。
準備
材料

100ng poly(A)+RNA 
kitに添付の使用説明書では1ugのpoly(A)+RNA使用するとあるが、100ngあれば500回の独立したPCR反応を行なうことができ、十分である。
試薬

· Marathon cDNA amplification kit (CLONTECH) 

· 耐熱性DNAポリメレース と反応バッファー（我々は、TAKARA rTaqまたはTAKARA Ex Taq を用いている。）

· dNTPmix (各々2.5 mM)

· 80%と95%のエタノール

· フェノール／クロロフォルム／イソアミルアルコール (25:24:1)

· クロロフォルム／イソアミルアルコール (24:1)

· プライマー
degenerateプライマー、遺伝子特異的プライマーともnested になるように、位置をずらせて2種類作成する 。プライマーは24-28塩基でGC含量が40-60%となるように設計する。このキットを用いる方法では、2本鎖cDNAの両端にアダプターが存在するため、nested PCRを行なわないと非特異的な増幅がおこ�閧竄ｷい。2回目のPCRに使用するプライマーとアダプタープライマー2 の5’側 にそれぞれ、(CAU)4、(CUA)4 を付加しておくと、クローンアンプpAMP1システム (BRL) を用いてアダプタープライマーや遺伝子特異的プライマーのどちらかを両端に持つPCR増幅断片（これが意外と多い！）を排除できる。

器具

· 42˚C 恒温槽

· 16˚C 恒温槽

· 70˚C ヒートブロック

· 94˚C ヒートブロック

· GeneAmp PCR System 2400

· 0.2 ml PCR反応チューブ

方法
kitに添付の使用説明書に従って行なう。最初に鋳型として使用するpoly(A)+RNAを100ng にした場合、アダプターライゲーション後の産物1 ul にTricin-EDTAバッファーを25ul (添付の説明書に従い、poly(A)+RNAを1 ug使うときは250 ul。でも、100 ngで十分。) 加える。PCR反応には1 ul/(50 ul 反応液) を鋳型として用い、kitに添付の使用説明書、耐熱性ポリメレースの使用説明書に従って行なう 。我々が用いた条件は、98℃ 5秒、68℃ 5分の反応を30サイクルである。Nested PCRの鋳型は、1回目のPCR産物5 ul に245 ul Tricin-EDTAバッファーを加えて希釈したものを、5 ul/(50 ul 反応液) を用いて行なう。
コメント
この方法は2本鎖cDNAにアダプターをライゲーションするため、ゲノムDNAのコンタミがあると増幅してしまう欠点がある。あらかじめ、鋳型として用いるRNAをDNase処理するとよい。
<長所> 一度作成した2本鎖DNAから、様々な遺伝子について3'RACEおよび5'RACEの両方に用いることができる。
<短所> cDNA合成をpoly(T) から行なうため、構造によっては5'端が伸長しない可能性がある (我々が得たRACE産物は最長で約2.5 kbpである)。両端にアダプターが存在するため、特に長い産物を得る際に非特異的増幅がおこりやすい。これを防ぐためには、遺伝子側のプライマーのTmをアダプタープライマーよりやや高めに設計する。
4.6  ライブラリーのスクリーニング
日渡祐二
一般的に用いられている方法と特に変わる点はない。
a) cDNAライブラリーのスクリーニング

ここでは、λgt11で作成したcDNAライブラリーをスクリーニングする方法を述べる。

器具

· 14 cmx10 cmプラスチックシャーレ（栄研角形2号）

· 直径9 cmプラスチックシャーレ

· 直径12 mm試験管 (乾熱滅菌)

· 14 ml丸底チューブ

· つまようじ (オートクレーブ滅菌)

· ピンセット

· パスツールピペット (乾熱滅菌)

· 1.5 ml チューブ (オートクレーブ滅菌)

· 100 ml 三角フラスコ (オートクレーブ滅菌)
試薬

· 大腸菌Y1090

· LB寒天培地 (オートクレーブ滅菌)

· 1 M MgSO4 (フィルター滅菌)

· 10 mM MgSO4 (フィルター滅菌)

· SMバッファー

· クロロフォルム

· TE飽和フェノール
· プレート（1 g tryptone, 0.5 g NaCl, 1.5 g agarose / 100 ml H2O）

· トップアガー（1 g tryptone, 0.5 g NaCl, 0.4 g agarose / 100 ml H2O）

· Amersham Hybond-N+メンブレン

· 3MMワットマン濾紙

· 変性液 (1.5 M NaCl、0.5 M NaOH)

· 中和液 (1.5 M NaCl、0.5 M Tris-HCl (pH 8.0)、0.001 M EDTA (pH8.0))

· 20x SSC

· 10% SDS

· 0.5 M EDTA pH 8.0
方法

1. 宿主の培養

a) 試験管に5 ml LB + 50 mg/l アンピシリンを入れ、Y1090を移植する。37˚Cで1晩培養する。

b) 1 mlずつ1.5 mlのマイクロチューブに分注し（4本）、氷上で5分静置する。

c) 5000 rpm、5分間遠心する。

d) 上清を捨て、1本に1 mlの10 mMMgSO4を加え懸濁する。懸濁液をもう1本に移し、懸濁する（2倍濃縮液を作る）。

2. ファージの感染とプレーティング
a) ファージのタイターを求める。

b) 栄研角形2号プレート（14 x 10）に作成したλプレートに、約2万プラークができるようにファージをY1090に加え、37˚Cで20分間静置して感染させる。

c) 約50˚Cにしたトップアガー6 mlに菌液を懸濁し、λプレートに広げる。

d) トップアガーが固まったら、37˚Cで5時間培養する。

3. プラークリフト

a) 2枚のろ紙（20 x 30cm）に変性液、中和液をしみこませる。

b) 14 x 9 cmに切ったHy-bond N+を静かにプレートに置いて、30秒静置する。再度同じプレートにメンブレンを置き（1分間）、レプリカメンブレンを作る（トランスファー中に四隅に針で穴をあけて、メンブレンとプレートが対応できるようにする。）

c) メンブレンをファージがついている面を上にして変性液上に5分間置く。

d) メンブレンをファージがついている面を上にして中和液上に5分間置く。これをもう1回繰り返す。

e) メンブレンを2x SSCでリンスする。

4. ハイブリダイゼーション

RIやnon-RIを用いてハイブリダイゼーションを行う。サザンハイブリダイゼーションの項目を参考。

5. 2次スクリーニング

a) シグナルが出た辺りのプレートをイエローチップの根本側でくりぬいて、SMに懸濁し、ファージ液とする。

b) ファージ液のタイターを測定する。

c) 9 cmシャーレに作成したλプレートに約100個のプラークを形成するように、ファージとY1090を混合し、37˚Cで20分間静置する。

d) 50˚Cに保温したトップアガー3 mlに菌液を混合し、λプレートに広げる。

e) 37˚Cで5時間培養する。その後4˚Cに置く。

f) メンブレンにプラークをリフトする（上のプラークリフトを参照）。
g) ハイブリダイゼーションを行う。

6. ポジティブクローンからのインサートの切り出しとサブクローニング

a) シグナルが出ているシングルプラークを切り出し、SMに懸濁する。

b) 2x宿主を準備し、ファージ液と混合する。37˚Cで20分間静置した後、全量を100ml三角フラスコ中の10 ml LB + 100 mg/lアンピシリン+10 mM MgSO4に加える。

c) 37˚Cで培養し、1時間ごとに濁度を確認する。

d) 培養液が透明になったら（4〜5時間後が望ましい）2 mlのクロロホルムを添加する。

e) 菌液をマイクロチューブに入れて、10000 rpm、5分間遠心する。

f) 上清を超遠心用チューブに入れて、超遠心する（日立超遠心機、ローターRPS55T2で26000 rpm、30分間）。

g) 上清を捨てて、沈殿を250 µlのSMに懸濁する。

h) そこに5 µlの10% SDSと5 µlの0.5 M EDTAを加える。

i) フェノール抽出とエタノール沈殿を行い、20 µlの滅菌水に溶解する。

j) 適当な制限酵素（EcoRIなど）を用いて、cDNAを切り出す。

k) アガロース電気泳動によってcDNAを分離、回収して、汎用クローニングベクター（pBluescriptなど）にクローニングする。

l) シーケンスを行い、配列を決める。

b)ゲノムライブラリーのスクリーニング

Leed大学、Washington大学由来のlambdaFIX IIで作られたgenomic libraryを用いた場合のスクリーニング方法である。
器具

· 14 cm x 10 cmプラスチックシャーレ（栄研角形2号）

· 直径9 cmプラスチックシャーレ

· 直径12 mm試験管 (乾熱滅菌)

· 14 ml丸底チューブ

· つまようじ (オートクレーブ滅菌)

· ピンセット

· パスツールピペット (乾熱滅菌)

· 1.5 ml チューブ (オートクレーブ滅菌)

· 100 ml 三角フラスコ (オートクレーブ滅菌)
試薬

· 大腸菌XL1-Blue MRA

· LB寒天培地 (オートクレーブ滅菌)

· 0.2％ Maltose 10 mM MgSO4入りLB培地 (0.2％ Maltose入りLBをオートクレーブ滅菌した後、フィルター滅菌した1 M MgSO4を加える)

· 10 mM MgSO4 (フィルター滅菌)

· SMバッファー

· 0.7％ Agarose入りNYZ寒天培地 (トップアガー) (オートクレーブ滅菌)

· 1.5％ Agar入りNYZ寒天培地 (ボトム) (オートクレーブ滅菌)

· Amersham Hybond-N+メンブレン

· 3MMワットマン濾紙

· 変性液 (1.5 M NaCl、0.5 M NaOH)

· 中和液 (1.5 M NaCl、0.5 M Tris-HCl (pH 8.0)、0.001 M EDTA (pH8.0))

· 0.4 M NaOH

· 20x SSC

· QIAGEN Tip-20 Kit

方法
1) 1st screening

1)-1 titer測定

1)-1-1 大腸菌XL1-Blue MRAをLB寒天培地にストリークし、37℃で約12〜16時間培養する。
1)-1-2 大腸菌XL1-Blue MRAのシングルコロニーを0.2％ Maltose 10 mM MgSO4入りのLB 5 mLに植菌し、37˚Cで約200 rpmで振盪培養する。
1)-1-3 大腸菌の濁度（OD600）が0.5から0.9となったら（*1）、大腸菌を15 mLファルコンチューブに移し、氷上で冷やす。

　（*1） OD600 = 0.8が理想である。約4時間で目的のOD600値に達するので、３時間経過した頃からときどき濁度を確認してやるとよい。
1)-1-4 チューブを4℃、500 x g、10分間遠心して、大腸菌を回収する。
1)-1-5 液体培地を捨て、菌体をあらかじめ氷上で冷やしておいた10 mM MgSO4 2.5 mLに懸濁させ、そのうち、100 ulを10倍希釈して、濁度 (OD600)を測定し、大腸菌懸濁液の濁度が0.5となるように10 mM MgSO4で調整し、宿主液とする。
1)-1-6 genomic libraryをSMバッファーで希釈して、10＾-2、10＾-3、10＾-4、10＾-5の希釈系列をエッペンドルフチューブに作成し、ファージ液とする。このときファージ液の液量が宿主液の1/2量以下となるようにする。
１)-1-7 ファージ液と宿主液300 ulとまぜ、37℃で15分間、水浴させ、ファージを宿主に感染させる。
1)-1-8 NYZトップアガーを電子レンジで過熱して、溶解させ、径12 mmの試験管に3mlずつ分注し、恒温槽で48˚Cまで冷ましておく。
1)-1-9ファージを感染させた宿主液を分注しておいたトップアガーにまぜ、直径9 cmプラスチックシャーレに作成したNYZ培地 (ボトム)にむらがないようにまく（*2）。

　（*2） NYZ寒天培地 (ボトム)をあらじめ37℃であたためておくとよい。
1)-1-10 室温に30分間おいてトップアガーを乾かした後、37℃に4時間〜一晩おき、あらわれたプラークを数え、genomic libraryのtiterを換算する。

1)-2 screeningのためのファージまき

1)-2-1 4x10^2 pfu/ulのgenomic libraryファージ液100 ulを1.5 mlチューブに8本用意する。
1)-2-2 0)と同様に宿主液を用意し、ファージ液を宿主液600 ulと混合し、感染させる。
1)-2-3 トップアガーを0)にしたがって用意し、14 mlファルコンチューブに8 mlずつ分注し、恒温槽で48˚Cまで冷ましておく。
1)-2-4 ファージを感染させた宿主液を分注しておいたトップアガーにまぜ、14 cm x 10 cmの角形シャーレに作成したNYZ培地 (ボトム)にむらがないようにまく。
1)-2-5 30分室温においてトップアガーを乾かした後、37˚Cに4〜5時間おき、プラークの直径が1 mm程度になったら、プレートを４℃に移動させ、1時間おく。

1)-3 Lifting

1)-3-1 シート上のメンブレンを13 cm x 9 cmに切ったものを8枚用意する。机の上にサランラップを広げ、変性液を5 ml程度たらしておく。サランラップさらに2枚広げて、中和液をそれぞれに5 ml程度たらしておく。
1)-3-2 手袋をはめた手でメンブレンをプレートの上にかぶせ、メンブレンをおいた位置がわかるようにプレート上に３ケ所、滅菌つまようじで印をつける。
1)-3-3 メンブレンをプレートに付着させた状態で30秒おき、ピンセットで、メンブレンを注意深くはぎ取る。
1)-3-4 はがしたメンブレンをプラークと接していた面を上にして変性液を広げたサランラップの上におき、メンブレンの裏面が変性液に浸るようにして、7分おく。
1)-3-5 メンブレンを濾紙の上において、余分な変性液をのぞき、メンブレンをプラークと接していた面を上にして中和液を広げたサランラップの上におき、メンブレンの裏面が中和液に浸るようにして、3分おく。
1)-3-6 新たな中和液を用いて1)-7の作業をくり返す。
1)-3-7 メンブレンを2x SSCで洗浄する。
1)-3-8 メンブレンを0.4 M NaOHをしみこませた濾紙の上に20分間おき、5x SSCで10〜60秒間洗浄し、濾紙の上で乾燥させる。

1)-4 サザンハイブリダイゼーション
1)-4-1 目的遺伝子のプローブを用いて、65℃、16時間、ハイブリダイゼーションを行う。プローブの調整、ハイブリダイゼーション、洗浄の条件はサザンハイブリダイゼーションの方法にしたがう。
1)-4-2 陽性のプラークの位置を確認する。
1)-4-3 1.5 mlチューブにSMバッファー500 ulとクロロホルム20 ulを分注したものを用意する。パスツールピペットの先で陽性のプラークをつつき、先に用意したSMバッファーにつけ、陽性のファージを回収し、室温で60分間おく。

2) 2nd screening
2)-1 1st screeningで回収したファージのtiterを測定する。

2)-2 200〜300 pfuのファージ液を宿主液300 ulに感染させ、トップアガー3 mlにまぜ、直径9 cmプラスチックシャーレに作成したNYZ寒天培地にむらがないようにまく。

2)-3 30分室温においてトップアガーを乾かした後、37˚Cに4〜5時間おき、プラークの直径が1 mm程度になったら、プレートを４℃に移動させ、1時間おき、あれば径82 mmの円形メンブレン、なければ、シート状メンブレンを直径82 mmに切ったものにLiftingし、サザンハイブリダイゼーションを行う。

2)-4 陽性のプラークの位置を確認し、ファージを回収する。

3) 3rd screening
2nd screeningと同様にスクリーニングを行う。

3rd screeningで生えてくるプラークのほとんどが陽性となる。

陽性のプラークからファージを回収する。

4) ファージDNAの回収
4)-1 宿主液300 ulにファージ液50 ulを感染させ、0.2％ Maltose 10 mM MgSO4入りLB液体培地10 mlの入った100ml三角フラスコに移し、37℃で1時間ゆっくりと振盪培養する。

4)-2 さらに37℃で強く振盪培養するとしだいに宿主の大腸菌が増殖し、液体培地が白く濁ってゆく。さらに振盪培養を続けると溶菌し、菌体が消しゴムカスのようになり、培地が透き通ってゆく（*5）。もっとも透き通った時にクロロホルム2 mlを加え、さらに10分間振盪培養する。（*5） 早くて振盪培養を開始してから4時間めに溶菌し始める。宿主の量が多すぎると、いつまでたっても溶菌しない。

4)-3 4℃で一晩おく。

4)-4 QIAGEN Tip-20のプロトコールにしたがって、DNAを抽出する。

5. 遺伝子のコピー数と転写産物量を調べる

5.1  ゲノムサザンハイブリダイゼーション
西山智明・日渡祐二
ゲノムサザンハイブリダイゼーションは電気泳動で分離したDNA断片をメンブレンに転写し、相補的な配列を持つ標識された核酸プローブとハイブリダイズさせることによって特定の配列を持つ断片を検出する方法である。プローブの標識は化学的に行う方法と放射性同位元素によって行う方法があり、標識、検出の方法が異なるので別に説明する。メンブレンへ転写は、どちらのプローブで検出する場合も同様であり以下に説明する。
メンブレンの作成
メンブレンは通常正電荷を帯びているナイロンメンブレンHybond N+ (Amersham)を用いている。核酸は通常負電荷を持っているので結合しやすい。以下はほぼHybond N+の説明書に沿っているが、転写はダウンワード法(Chomczynski (1992) Anal. Biochem. 201:134-139)を用いる。
材料
2.0 ug ゲノムDNA
試薬
· 適当な制限酵素

· エタノール

· 3 M 酢酸ナトリウム pH 5.2

· TAE バッファー

· SeaKem GTG Agarose 

· 0.25 N 塩酸 (196 mlの水に4.0 mlの濃塩酸)

· 変性液（0.4 M 水酸化ナトリウム、1.5 M 塩化ナトリウム [NaOH 4 g, NaCl 22 g, H2O to 250 ml]）

· トランスファー液（8 mM 水酸化ナトリウム、1.5 M 塩化ナトリウム [2N NaOH 2ml, NaCl 43.83 g, H2O to 500 ml]）

· 2x SSC

· ナイロンメンブレン Hybond N+ (Amersham)

· ろ紙

· ペーパータオル

器具
電気泳動槽

日本エイドーNB1011 (140 mm x 150 mmゲル) またはバイオクラフトBE520 (135mm x 150 mmゲル)を用いる。

電気泳動用電源

任意の電圧が設定できるものがよい。

バット

ゲル全体が入る大きさのもの。

台

下向に転写するので、バッファーを入れたバットを適当な高さに保持するために台になるようなものを用意する。試験管立や適当な大きさの空き箱で良い。

80˚C のオーブン

通常は乾熱滅菌機を80˚Cに設定して用いる。混んでいる場合はハイブリダイゼーションオーブンを80˚Cに設定する。

方法
1. 2.0 μg ゲノムDNAを制限酵素で完全消化する。使用酵素量、反応時間は制限酵素の種類とゲノムDNAの品質により異なる。

2. エタノール沈澱を行ない、得られた沈澱を16 µl TEに溶解する(ゲルのwellの大きさにあわせる)。

3. 各サンプルに2 µlのローディングダイを加え混ぜる。 

4. 0.7% アガロースゲルで電気泳動する。50 Vで30分間泳動した後、20 Vで一晩泳動する。泳動時間は、気温にもよるが、12-16時間。急ぐ場合は80 V 3時間。

5. BPBがゲルの長さの4/5まで移動した時点で、泳動を終了する。薄くて見えにくくなっているが、下に白い紙を置くなどして確認する。あるいは、少し離れたレーンにdyeの原液を10 µl loadしておくと良い。

6. 泳動後、50 µg/ml EtBr中で20分間緩やかに振盪して染色する。

7. 分子量マーカー部分に定規を置き、写真撮影する。

8. 0.25 M 塩酸中にゲルを浸し、10分間穏やかに振盪して脱プリン反応を行なう。

9. 脱イオン水でリンスした後、変性液中で１時間ゲルを振盪する。

10. トランスファー液をもちいてダウンワード 法 (Chomczynski (1992) Anal. Biochem. 201:134-139) により1〜2時間ナイロンメンブレンにトランスファーする。

11. トランスファーされたメンブレンを2x SSCでリンスした後、80˚Cで１時間加熱乾燥する。

Non-RIラベル(AlkPhos direct)によるゲノムサザンハイブリダイゼーション

AlkPhos direct とCDP star化学発光によるゲノムサザンハイブリダイゼーションの検出を以下の3項目に分けて説明する。
· プローブの調製

· ハイブリダイゼーション

· シグナルの検出

プローブの調製
AlkPhos directの系で高感度な検出を行うためには、 プローブにするためのDNAは純度が高いことが重要である。 プローブには通常は、プラスミドを鋳型にしたPCR産物をQiagen PCR purification kitで精製したDNA断片を使う。 ゲルから切り出したDNAでは、 UV照射によるDNA損傷なのか、Gelの成分のコンタミが問題であるのかは不明だが、バックグラウンドが高くなることが多かった。
ラベル反応は説明書の通りに行う。
ハイブリダイゼーション
試薬
ハイブリダイゼーションバッファー

添付のバッファーにNaClと添付のBlocking Reagentを溶解させる。 添付のバッファーは冷やすとUreaが析出して沈殿するので、沈殿が見られるときは暖めて混ぜてから計りとる。NaClとBlocking Reagentを溶かしたハイブリダイゼーションバッファーは冷凍保存しておき、使うときに融解させて使うことができる。 

一次洗浄バッファー

説明書に従いprimary wash bufferをつくる。Blocking Reagent以外を全て 溶かしたものは冷蔵保存できるが、blocking reagentは沈殿するので、 当日溶かすようにする。

一次洗浄バッファー

説明書に従いsecondary wash bufferのstock(室温保存)を作っておき、 使うときに希釈しMgCl2を加えて、用いる

方法
1日目
1. バッファー、オーブン、ボトルはあらかじめ55℃に温めておく。

2. 乾燥したメンブレンは、あらかじめ100 mM Tris-HCl pH 8.0上に浮かべ、リンスする。

3. ハイブリダイゼーションボトルにメンブレンを重ならないように入れ、 メンブレンの面積に応じて5-10mlのハイブリダイゼーションバッファーを加える。

4. 55℃15分以上プレハイブリダイゼーションを行なう。

5. プローブをボトルに加える。このとき、メンブランに直接液がかからないようにする。

6. 55℃で一晩(14時間程度で成功している)ハイブリダーゼーションを行なう。

2日目
1. 1次洗浄液、タッパーはあらかじめ55˚Cに温めておく。作業は、手早く行なう。

2. メンブランをハイブリダイゼーションボトルから取り出し、55˚Cの1次洗浄液250 mlが入ったタッパーに移し、10min振盪する。

3. 1次洗浄液を交換し、55˚Cで10分間振盪する。

4. 2次洗浄液200 mlが入ったバットにメンブレンを移し、5分間室温で振盪、 2次洗浄液を交換しさらに5分間室温で振盪する。

5. バットの上にメンブレンの表を上にしてメンブレンを置き、 CDP-star detection reagentをかけ、2分間静置。

6. クレラップまたはサランラップ等で、メンブレンを包む。

シグナルの検出
器具・試薬
· フィルムカセット

· X線フィルム Hyperfilm-ECL (Amersham)

· 現像液レンドール (Fujifilm)

· 定着液レンフィックス (Fujifilm)

方法
1. 現像液、定着液の温度はあらかじめ20˚Cにあわせておく。

2. 暗室で、カセットのかたい側にX線フィルムを置き、その上に、 ラップで包んだメンブレンを表を下にして置きカセットを閉じる

3. 室温で1〜2時間フィルムを感光させる

4. 暗室でフィルムを取り出し、現像液に入れて5分間静置

5. フィルムを流水ですすいでから、定着液に入れて5分間静置

6. フィルムを流水で10分くらいすすぐ

シグナルが弱く、メンブレンのバックグラウンドが見えない場合は、一晩露光し現像する。
RIラベルによるサザンハイブリダイゼーション

ハイブリダイゼーションバッファーには通常デンハルト溶液を含むものが用いられるが、ここではChurchとGilbertによる方法 (文献1) を用いる。この方法をもちいると、ナイロンメンブランでもバックグラウンドの低い特異的なシグナルを得ることができる。

プローブの調製
準備
・ 25ng プローブ用鋳型DNA

試薬

・ TAKARA Random Primer DNA Labeling Kit Ver. 2.0 (TAKARA)やHigh Prime DNA Labelling kit (Roche)

・ [a-P32] dCTP (3000Ci/mmol)

・ TE

器具

・ セファデックスG-50 スピンカラム（市販のものを用いてもいいが、我々は文献 (3) に基づいて自作している。） 

・ 95℃ ヒートブロック

・ 37℃ 恒温槽

・ 65℃ 恒温槽

方法
プローブの標識はTAKARA Random Primer DNA Labeling Kit Ver. 2.0 (TAKARA) やHigh Prime DNA Labelling kit を用いて、添付の使用説明書に従って行なう。鋳型DNAは25 ng 用いる。[a-P32] dCTP (3000 Ci/mmol) は、使用説明書では5 ulとあるが、2.5 ul にし、2.5 ul 滅菌水を加える。この濃度で十分single geneが検出できる。

プローブの精製は、75 ul TEを加えてセファデックスG-50 スピンカラムにのせ、5分間遠心する。
コメント
ランダムプライマー法では、プローブ用鋳型DNAは800 bp 以上の長さがあることが望ましい。300 bp以下では標識効率が低いため、シグナルの検出が困難である。ただし、High Primeでは200 bp以上あればラベル効率には問題がない。

ハイブリダイゼーション
試薬
・ 1 M チャーチリン酸バッファー（1Mというのはナトリウムイオンの濃度を示す。0.5M リン酸水素2ナトリウム pH 7.2。リン酸でpH を合わせる。 文献３参照）
・ ハイブリダイゼーションバッファー（0.5 Mチャーチリン酸バッファー、1 mM EDTA、7% (v/v) SDS）
・洗浄液（40 mMチャーチリン酸バッファー、1% (v/v) SDS）

器具
・ ハイブリダイゼーションオーブン

・ ハイブリダイゼーションボトル

・ 95℃ ヒートブロック

・ タッパー

・ 65℃ 恒温振とう機

方法
<1日目>

バッファー、オーブン、ボトルはあらかじめ65℃に温めておく。
1. ハイブリダイゼーションボトルにメンブランを重ならないように入れ、5-10 mlのハイブリダイゼーションバッファーを加える。

2. 65℃で20分以上プレハイブリダイゼーションを行なう。

3. プローブを95℃3分、氷上3分で熱変性し、ハイブリボトルに加える。このとき、メンブランに直接液がかからないようにする。

4. 65℃で16時間ハイブリダーゼーションを行なう。

<2日目>

洗浄液、タッパーはあらかじめ65℃に温めておく。作業は、メンブランを乾かさないように手早く行なう。
5. メンブランを少量の洗浄液中で手早くすすぎ、65℃の洗浄液に移す。

6. 洗浄液で、65℃で20分間洗浄する。この操作は2-3 回 行なう。通常は2回で充分であるが、カウントが高いときや、メンブラン全体にカウントがある時は、3回おこなう。

7. メンブランを乾かさないようにラップで手早く包む。

コメント

low stringency hybridyzationを行なう場合は、ハイブリダイゼーションと洗浄を全て50〜55℃で行なっている。

メンブランをリプロービングする場合は、乾かさないように気をつける。プローブの除去は、0.1% SDS を沸騰させたなかにメンブランを入れ（通常1時間放置）、室温になるまで 放置する。1枚のメンブランで2回のリプロービングまで、良好な結果が得られる。

露光
器具
・ イメージングプレート (富士写真フィルム)

・ イメージングプレート用カセット (富士写真フィルム)

・ バイオ・イメージングアナライザー (富士写真フィルム) 

・ X線フィルム

・ 増感紙

・ フィルムカセット

・ 現像液

・ 定着液

方法

メンブランは、イメージングプレートに露光してシグナルを確認した後、X線フィルムに撮影する。シグナルが弱いときは、増感紙を挟む。

参考文献

(1) Church and Gilbert (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 1991-1995.

(2) Chomczynski (1992) Anal. Biochem. 201: 134-139.

(3) 中山、西方（1995）バイオ実験イラストレイティッド 2 遺伝子解析の基礎. 秀潤社　p. 132-135.

5.2  RT-PCR

日渡祐二
逆転写酵素としてSuperscriptII (Invitrogen)とオリゴdTプライマーを使った2ステップRT-PCRを紹介する。インビトロジェンからsuperscriptIIIが最近販売されたので、こちらを使ってもよい。また、1ステップRT-PCR用として、一本のチューブで逆転写反応とPCR反応を行うキットが市販されている。RT-PCRを行う頻度が低いときには、こちらを利用することが効率的かもしれない。
ゲノムDNAから増幅が起こらないようにRNAはDNaseIで処理しておく。またゲノムDNAからとcDNAからの増幅産物を区別するために、イントロンをまたぐような領域を増幅するとよい。

増幅産物はサザンハイブリダイゼーションにより目的の領域が増幅しているか確認する。

1) RNA/DNaseI treatment
試薬

· 10x reaction buffer (200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM KCl)

· DNaseI (GIBCO-BRL, amplification-grade)

· 20 mM EDTA

· DEPC-treated H2O

方法

1 µl   〜1.5 µg/µl total RNA

1 µl   10x reaction buffer  *reaction buffer: 200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM KCl

1 µl   25 mM MgCl2

1 µl   RNase-free DNase I  (GIBCO-BRL, amplification-grade) 
5.5 µl DEPC-H2O 

    ↓

at room temp. 15 min

    ↓+1 µl   20 mM EDTA

65˚C, 15 min

    ↓
on ice 

2)First strand synthesis

試薬

· Primer (oligo-dT, gene-specific primer)

· 25 mM MgCl2

· 10 mM dNTP

· 0.1 M DTT

· Superscript II

· RNase H

方法

Ca. 0.5 µg  DNase I-treated total RNA 

1 µl      2.5 pmol/µl  oligo dT primer or GSP 

  + H2O

 <total 15 µl>

    ↓
70˚C, 10 min

    ↓
on ice, 1 min

    ↓+2.5 µl  10x reaction buffer   *reaction buffer

    ↓+3 µl   25 mM MgCl2

    ↓+1 µl   10 mM dNTPmix

    ↓+2.5 µl  0.1 M DTT

mix gently

    ↓
42˚C, 2 min

    ↓+1 µl   200 µ/µl Superscript II

pipetting

    ↓
42˚C, 1 hr

    ↓
51˚C, 30 min 

    ↓
65˚C, 15 min

    ↓
spin down and transfer on 55˚C

    ↓+1 µl    2 µ/µl RNaseH (GIBCO-BRL)

55˚C, 10 min

    ↓
on ice

3)Purification of first strand cDNA

この作業は省略してもよい。
試薬

· GLASSMAX spin cartridge (GIBCO-BRL)

· 100%, 70% EtOH

方法

First strand cDNA solution 

    ↓+120 µl Binding solution

transfer to GLASSMAX spin cartridge

    ↓
14000 rpm, 20 sec

    ↓
cartridge

    ↓+400 µl   Cold 1xWASH 

              *1xWASH (10 ml): 0.25 ml WASH sol + 4.5 ml H2O + 5.25 ml 100% EtOH

14000 rpm, 20 sec

    ↓
cartridge

    ↓+400 µl   Cold 1xWASH     

14000 rpm, 20 sec

    ↓
cartridge

    ↓+400 µl   Cold 1xWASH     

14000 rpm, 20 sec

    ↓
cartridge

    ↓+400 µl   Cold 70% EtOH

14000 rpm, 20 sec

    ↓
cartridge

    ↓+400 µl   Cold 70% EtOH

14000 rpm, 20 sec

    ↓
cartridge

    ↓+400 µl   Cold 70% EtOH

14000 rpm, 20 sec

    ↓
cartridge

    ↓+50 µl    H2O preheated at 65˚C

14000 rpm, 20 sec

    ↓
through solution

4)PCR

ExTaq（TaKaRa）やBlend Taq（toyobo）を使ったPCRをおすすめする。
1.0 µl    first strand cDNA

2.5 µl    10x Ex Taq buffer

2.5 µl    2.5 mM dNTPmix

1 µl     10 pmol/µl GSP primer
1 µl     10 pmol/µl GSP primer

0.125 µl  5 µ/µl ExTaq

16.875 µl  dH2O

    ↓
94˚C, 2 min
94˚C, 30 sec　━━┓

(tm-5)˚C, 30 sec   x 30

72˚C, min/kb　━━┛

72˚C, 5 min

4˚C

半定量的なPCRを行うには

上記PCRを行って、PCR産物の増幅具合を調べる。次にPCRスケールを50〜100 µlに上げて反応を行い、指数的に増幅しているサイクルで反応を止めて、反応液を抜き取る。例えば、30サイクルでバンドが検出した場合には、25、27、29サイクルで、それぞれサンプルを20 µずつ回収する。

サザン解析

目的のバンドが増幅しているか確認するためにアガロース電気泳動後、メンブレンを作成し、サザンハイブリダイゼーションを行う。

5.3  ノーザンハイブリダイゼーション

日渡祐二
RNaseのコンタミをさけるため、試薬の作成、器具の扱いなど、全ての作業は清潔な環境で手袋を着用して行なう。northern hybridizationは、メンブランの作成以外は ゲノムサザン解析（RIを使ったハイブリダイゼーション）と同じであるため、そちらを参照のこと。 このプロトコールは、文献１にほぼ従っている。

メンブランの作成 
材料 
・ total RNAあるいは poly(A)+RNA 
試薬 
全ての試薬はRNA専用とし、水はDEPC処理水を用いる。 

・ 0.16-1.77Kb RNAラダー (BRL) 

・ Seakem GTGアガロース (FMC) 

・ 20x MOPS （400 mM MOPS、100 mM 酢酸ナトリウム、20 mM EDTA：水酸化ナトリウムを用いてpH 7.0に合わせる：濾過滅菌する） 

・ ホルムアルデヒド 

・ ホルムアミド 

· RNAサンプルバッファー

	ホルムアルデヒド
	1.6 ml

	ホルムアミド
	5.0 ml

	20x MOPS
	0.5 ml

	グリセリン色素液
	1.6 ml

	合計
	8.7 ml


小分けして、-20˚Cに保存する。グリセリン色素液は以下の組成で作製する。

	1 mg/ml ブロモフェノールブルー
	1 ml

	1 mg/ml キシレンシアノール
	1 ml

	0.5 M EDTA (pH 8.0)
	0.02 ml

	グリセリン
	5 ml

	H2O
	2.98 ml


・ 20x SSC 

・ 0.05M 水酸化ナトリウム 
器具 

繰り返して使う器具は、RNA専用のものを用いる。 

· 65˚C ヒートブロック 
· 電気泳動装置一式

・ Hybond N+ ナイロンメンブラン (Amersham) 

・ ろ紙 Whatmann 3MM

・ ペーパータオル 

・ 80˚C インキュベーター 
方法 

以下のプロトコールは、15 x 13.5 cmのゲルを作製し、10 µgのtotal RNAをメンブレンにブロットする手順を示す。
1. Seakem GTGアガロース1.5g （終濃度1% (w/v)） に135 ml の水を加え電子レンジで融かした後、少し冷ます。 

2. ゲルが固まらないように混ぜながら、15 ml の20x MOPS、15 ml のホルムアルデヒドを加え、ゲルを作成する。室温の液の添加によりゲルが固まりやすいので、注意する。 

3. 10 µgのtotal RNA溶液に対し、4 vol.のRNAサンプルバッファーをRNA溶液に加え、10回程度ピペッティングする。分子量マーカーのRNAラダーは１ µg程度を用いて、同様に4倍容量のRNAサンプルブッファーを加える。 

4. 65˚Cで10分間静置後、氷上で急冷して変性させる。 

5.アガロースゲルで電気泳動する。電気泳動のバッファーは1x MOPSを用いる。 

6. 50Vで1時間泳動した後、100Vで2時間泳動する。BPBはゲルの2/3位の位置に達したところで泳動を止める。 

7. 10 µg total RNAを用いた場合は、泳動後のゲルを5 µg/ml EtBr 溶液中で15分間染色した後、水に15分間洗浄して余分なEtBr を除き、定規を置いて写真撮影する。

注） 1 µg程度の少量 poly(A)+RNAをもちいた場合、この操作は行なわず、6. から8. へすすむ。 

8. 20x SSCをもちいてダウンワード 法 (文献1：通常用いられるキャピラリー法とはちょうど上下が逆であり、バッファーは上から下へ移動する) により4時間から1晩かけて、ナイロンメンブランHybond N+にトランスファーする。 

9. ろ紙に0.05 M 水酸化ナトリウムをしみこませた上に、ブロット面を上にしてメンブランを置き、5分間放置して固定する。 

10. 2 x SSCでメンブランをリンスする。 

11. 80˚Cのインキュベーター内に1時間放置して加熱乾燥させる。 

コメント

1) positive control について

ポジティブコントロールとして、原糸体、茎葉体で構成的に発現しているという報告のあるグリセルアルデヒド3-リン酸脱水素酵素 (文献2) 遺伝子プローブによるハイブリダイゼーションを行なう。 GapCは、ACC添加により発現量が低下することが知られているので、ACC添加等の実験には使用できない（Sakakibara et al. 2003. Development. 130: 4835）。オーキシン、サイトカイニン、ジベレリン添加ではGapCの発現量は変化しないようである。 
GAPDH gene is constitutively expressed in both protonemata and gametophores based on the northern hybridization (Leech et al. 1993), although the detailed expression analyses by in situ hybridization have not been reported. We cloned the most part of the cDNA and cloned into pGEM3Z vector (pPpGapC), whose PCR amilified fragment is useful as a positive control for northern hybridizations. pPpGapC plasmid: the following fragment of GAPDH gene containing part of ORF and 3' UTR was cloned into SmaI site of pGEM3Z. The direction of the fragment is the same as lacZ. Amplify inserted fragment using gapC5' and gapC3' primers by PCR, and then use for PCR labelling. 

gapC5': GAG ATA GGA GCA TCT GTA CCG CTT GTG C 

gapC3': CAT GGT GGG ATC GGC TAA GAT CAA GGT C 
2)エチブロ染色

RNAとサンプルブッファーの混合液に直接エチブロを加えてもよい。この場合は、1 mg/mlEtBr溶液をRNAサンプル液に0.5 µl加える。泳動後のエチブロ染色・脱染は省略できる。

参考文献 

(1) 「クローニングとシーケンス」渡辺格（監）4.RNAの電気泳動とノーザンハイブリダイゼーション．page.50-59.

(2) Leech et al. (1993) Plant J. 3: 51-61. 

(3) Chomczynski (1992) Anal. Biochem. 201: 134-139. 

6.  タンパク質の蓄積量を調べる

日渡祐二
タンパク抽出

ヒメツリガネゴケからのタンパク質抽出は、シロイヌナズナなどから抽出する方法と同じように行っている。ここでは1)SDS-PAGEサンプルブッファーを加えてボイルするだけの方法（簡便法）と2)TCAを使った方法を示す。

i) 簡便法

1. サンプル（原糸体ならば100 mg生重量程度）を液体窒素中で乳鉢・乳棒を用いて破砕する。

2. 粉末上になったサンプルを15 ml のコニカルチューブに移し、500 µlの2x SDS sample bufferを加え、よくボルテックスする。

3. 100˚Cで3分間加温する。

4. 15000 rpmで10分間遠心する。

5. 上清をタンパク質抽出液として回収する。

ii) TCAを使った方法

この方法は、ミオシンやキネシンなどのタンパク質を検出するのに用いられている。Yokota and Shimmen (1994) Protoplasma 177: 153-162.に従っている。

Solution 

1.    15% (w/v) TCA solution

	stock reagent
	/ 100 ml
	final concentration

	Trichloroacetic acid
	15 g
	15%

	H2O
	Fill up to 100 ml
	


stored at 4C  
2.    Acetone/Tris

	stock reagent
	/ 100 ml
	final concentration

	Acetone
	80 ml 
	80% (v/v)

	1 M Tris HCl pH8.0
	5 ml
	50 mM

	H2O
	Fill up to 100 ml
	


stored at 4˚C  

3.   100 mM Tris HCl pH 6.8

4.    2x SDS-PAGE sample buffer (-ME) 

	stock reagent
	/ 9 ml
	final concentration

	1 M Tris-HCl (pH6.8) 
	1.25 ml
	125 mM

	10% SDS
	4 ml
	4%

	BPB
	2 mg
	0.02%

	Glycerol
	2 mg
	20%

	H2O
	Fill up to 9 ml
	


6.   2-mercaptoethanol
Protocol
Tissue   (~ 50 mg tissue, DO NOT excess ~0.1 g)

↓
Grind in TCA solution on ice 

↓
Transfer the homogenate into a microtube  

↓
Centrifuge at 10000 rpm for 5 min at 4˚C

↓
Suspend the pellet in 1 ml acetone/Tris (pipetting and vortex)

↓
Centrifuge at 10000 rpm for 5 min at 4˚C

↓
Suspend the pellet in 1 ml acetone/Tris (pipetting and vortex)

↓
Centrifuge at 10000 rpm for 5 min at 4˚C

↓
Suspend the pellet in 0.5 ml acetone/Tris (pipetting and vortex)

↓
Centrifuge at 10000 rpm for 5 min at 4˚C.
↓
Soak the pellet in 1 ml 100 mM Tris HCl pH 6.8 for 5 min on ice

↓
Centrifuge at 10000 rpm for 5 min at 4˚C.
↓
Suspend the pellet in 0.5 ml 1x SDS-PAGE sample buffer (+5% 2-ME) and keep on ice for 15 min

↓
Heat the sample solution for 5 min at 105˚C.
↓
Centrifuge at 13000 rpm for 5 min at room temp.

↓
Recover sup and go to SDS-PAGE step.
SDS-PAGE

一般的な方法と特に変わりはない。

器具

· 泳動装置（ミニゲル用）

· gel板（ゲル板、ガスケットの表面を70%エタノールで拭く。ガスケットを置き、クリップで留める。）
試薬

1.    4x Tris/SDS (pH 6.8)  For stacking gel

	stock reagent
	/ 100 ml
	final concentration

	Tris
	6.05 g
	0.5 M

	SDS
	0.4 g
	0.4%

	Adjust to pH6.8 with Hcl
	
	

	H2O
	Fill up to 100 ml
	


Filterate with 0.45 um filter and stored at 4˚C  
2.    4x Tris/SDS (pH 8.8)  For runninng gel

	stock reagent
	/ 250 ml
	final concentration

	Tris
	45.5 g
	1.5 M

	SDS
	1 g
	0.4%

	Adjust to pH8.8 with HCl
	
	

	H2O
	Fill up to 250 ml
	


Filterate with 0.45 um filter and stored at 4˚C  

3.   10% SDS

4.    10 x Reservoir buffer 
	stock reagent
	/ 500 ml
	final concentration

	Tris
	15.15 g
	0.25 M

	Glycine
	72.5 g
	1.9 M

	SDS
	5.0 g
	1%

	H2O
	Fill up to 500 ml
	


5.    2x SDS-PAGE sample buffer (-ME) 

	stock reagent
	/ 9 ml
	final concentration

	1 M Tris-HCl (pH 6.8) 
	1.25 ml
	125 mM

	10% SDS
	4 ml
	4%

	BPB
	2 mg
	0.02%

	Glycerol
	2 ml
	20%

	H2O
	Fill up to 9 ml
	


6.   30% acrylamide-0.8% bis-acrylamide

Bio-Rad   30% acrylamide/Bis solution, 37.5:1  (Cat.no.161-0518)

7.   TEMED

amresco: ultra pure grade

8. 10% APS

ミニゲル作製と泳動
1.   running gel (10 x 10 cm)
50 ml ビーカー

　↓← 2.35 ml 30% acrylamide/Bis

　↓← 1.75 ml 4 x lower buffer (pH8.8)

　↓← 2.84 ml H2O

　↓← 70 ul 10% AMPS

Mix well

　↓← 7 u l TEMED

Mix well

　↓
Pour to gel-set

　↓
Add ca. 400 ul 0.1% SDS to gel-set

　↓
Wait for 30 min~.
4Cで2〜3ヶ月保存可能、1 x lower bufferでウェルを満たしておく、乾燥注意。

	
	10% gel
	10% gel x 2
	7.5% gel
	7.5% gel x 2

	30% acrylsmide/Bis
	2.35 ml
	4.7 ml
	1.75 ml
	3.5 ml

	4x lower buffer pH8.8
	1.75 ml
	3.5 ml
	1.75 ml
	3.5 ml

	H2O
	2.84 ml
	5.68 ml
	3.44 ml
	6.88 ml

	10 % APS
	70 µl
	140 µl
	70 µl
	140 µl

	TEMED
	7 µl
	14 µl
	7 µl
	14 µl


2.   stacking gel
50 ml ビーカー                              2 gels

　↓← 375 ul 30% acrylamide/Bis                 750 µl

　↓← 562.5 ul 4 x upper buffer (pH6.8)            1125 µl

　↓← 1290 ul H2O                           2780 µl

　↓← 22.5 ul 10% AMPS                        45 µl

Mix well

　↓← 4.5 u l TEMED                            9 µl

Mix well

　↓
Pour to gel-set

　↓

Put gasket into the gel-set 

　↓
Add ca. 300 ul 0.1% SDS to gel-set

　↓
Wait for 30 min.
3.   Sample preparation
100 µl protein sample

　↓← 100 ul 2x sample buffer supplemented with 2-ME (final 10%)

vortex and spin down 

　↓
heat at 100˚C for 3 min

　↓
spin down

　↓

electrophoresis.

  marker (BIO-RAD precision prestained protein standard Broad range): 4 ul

  Reservoir buffer: 200~300 ml

  CA=10 mA 濃縮されるまで、濃縮されたらCA=30 mA

  CA= 10 mAで一定でも可（4hぐらい）
2 gelsを並列で一遍に流すとき　泳動バッファー量　300ml

　CA=20 mA 濃縮されるまで、濃縮されたらCA=40 mA

  CA= 20〜30 mAで一定でも可（4hぐらい）
4.   Gel Staining
a)キットを使ったCBB染色 Bio-safe Coomassie BioRad  cat.no.161-0786

Gel in a sandwich box

　↓
wash with H2O for 5 min x 3 time

　↓
Stain with CBB for 1 hr

(Bio-safe Coomassie BioRad  cat.no.161-0786)

　↓
wash with H2O for 1 h 

b)一般的なCBB染色
prefixation solution

	stock reagent
	/ ca.100 ml
	final concentration

	Methanol
	20 ml
	ca. 20% 

	Acetic acid
	7.5 ml
	ca. 7.5%

	H2O
	72.5 ml
	


Staining solution

	stock reagent
	/ ca.1000 ml
	Final concentration

	CBB-R250
	2.5 g
	ca. 0.25%

	Methanol
	500 ml
	ca. 50% 

	Acetic acid
	50 ml
	ca. 5%

	H2O
	450 ml
	


Decolorant 

	stock reagent
	/ ca.1000 ml
	Final concentration

	Methanol
	50 ml
	ca. 5% 

	Acetic acid
	70 ml
	ca.7%

	H2O
	880 ml
	


手順

Prefixation solution in a sandwich box

　↓
soak a gel in prefixation solution and shake for 30 min

　↓
stain with staining solution for 30 min

　↓
rinse with decolorant at once and wash with decolarant for o/n.  put kim-wipe

　↓
wash with H2O for 30 min.
ウェスタンブロッティング

特に一般的に用いられる方法と変わりはない。

器具

· ブロッティング装置（ウェット型、セミドライ型）

· タッパー
· ろ紙

試薬

· ブロッティング緩衝液（ウェット型、セミドライ型のプロトコールに従う、ウェット型の場合：25 mM Tris, 192 mM glycine, 10% (v/v) methanol）
· Methanol
· PVDFメンブレン（Hybond P: Amersham）

· スキムミルク
· TBS+0.1% Tween-20 (TBS-Tとする)
· ブロッキング液（TBS-Tにスキムミルクを0.5%で溶かした溶液、 スキムミルクではこの濃度で充分なブロッキング効果をもつらしい）

· 発色基質キット（Vector社 alkaline phosphatase substrate kit）

方法

1. 泳動を終えたゲルをブロッティング緩衝液中で10分間振とうする。

2. この間にPVDFメンブレンの親水化を行う。

3. ウェット式またはセミドライ式のブロッティング装置を用いて、タンパク質をメンブレンに転写する。ウェット式の方が高分子タンパク質の転写効率がよく、失敗も少ない。以下にウェット式の転写条件を示す。

· ブロッティング緩衝液（高分子タンパク質の転写効率を上げるためは、メタノール濃度を下げる）

· 80V、3時間あるいは20V、一晩転写する（発熱を抑えるために低温室で行う）

4. メンブレンをブロッキング液中で室温、１時間（あるいは4˚C一晩）振とうし、ブロッキングする。

5. ブロッキング液で希釈した1次抗体溶液でメンブレンを室温1時間インキュベートする。

6. TBS-Tでメンブレンを3回すすぐ。

7. さらにメンブレンをTBS-T中で5分間振とうする。これを3回繰り返す。

8. ブロッキング液で希釈した1次抗体溶液でメンブレンを室温1時間インキュベートする。

9. TBS-Tでメンブレンを3回すすぐ。

10. さらにメンブレンをTBS-T中で5分間振とうする。これを3回繰り返す。

11. メンブレンを発色基質中でインキュベートし、発色を確認する。

7. 各種薬剤でヒメツリガネゴケを処理する

7.1 植物ホルモン処理

藤田知道
これまでセン類において、オーキシン、サイトカイニン、アブシジン酸が細胞の分化等に影響することが知られている。エチレンにおける細胞レベルの応答は藤原が学会で報告している（日本植物学会2003年）。コケ植物などにおけるホルモン応答をまとめた和文レビュー１）、２）も参考にされたい。

１）「ヒメツリガネゴケ -植物ホルモン、分化、そして進化」日渡、西山、長谷部、２０００年、蘚苔類研究。

２）「植物ホルモンの起源を探る -シダ植物、コケ植物、緑色藻類における植物ホルモンの役割から」藤田、２００４年、植物細胞工学シリーズ２０、新版植物ホルモンのシグナル伝達、秀潤社。

次に、ヒメツリガネゴケで種々のホルモン処理を行った。その様子を紹介する。

--> ヒメツリガネゴケ原糸体をBCDATG寒天培地で４、５日間前培養する。

-->ホルモン入り培地に原糸体を入れ培養する。

＜ホルモン入り液体培地＞

( 24-well plateにホルモン添加液体培地1.5 mlずつを分注する。



BCDATG



BCDATG+ 1 µM NAA



BCDATG+ 1 µM BA



BCDATG+ 100 µM GA3



BCDATG+ 20 µM ABA



BCDATG+ 100 µM NPA (auxin transport inhibitor)

( 原糸体を液体につけパラフィルムで巻き乾燥を防いで浸透培養する。

＜結果＞　この条件でジベレリン（GA3）, オーキシン極性輸送阻害剤（NPA）処理による顕著な形態変化を観察できなかった。

＜ホルモン入り寒天培地＞

通常の寒天培地にホルモンを添加して用いる。

オーキシン

原糸体コロニーをNAA入り寒天培地で培養した。

＜結果＞約１週間でカウロネマ様・仮根様の原糸体が、多数分化してきた。
サイトカイニン

原糸体コロニーまたは単離プロトプラストをBA入り寒天培地で培養した。

＜結果＞サイドブランチにバッド様カルスが多数観察できた。

オーキシンとサイトカイニンの組み合わせ

高等植物のようにオーキシン、サイトカイニンの量比で特定の組織、細胞への分化が起こりうるのだろうか。オーキシンとサイトカイニンを組み合わせた寒天培地で単離プロトプラストを培養した。

＜結果＞特に巨大化した細胞がオーキシンとサイトカイニンの組み合わせで特徴的に見られた。頂端細胞の極性は全く失われてしまった。

NAA0.5 µM&BA50 µMでプロトプラストから再生してきた細胞
[image: image53.jpg]e
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アブシジン酸

0.5~50 µMの濃度でABAを加えた寒天培地でプロトプラストを培養した。

＜結果＞

原糸体細胞の伸張が悪く、丸いBrood cell様の細胞が観察できた。50 µM ABAではほとんどが１，２細胞のままで再生が停止していた。
7.2 微小管およびアクチン繊維の脱重合剤処理

佐藤良勝
準備

微小管脱重合試薬

Oryzalin

2 mM in DMSO (stock) -( 10 µM (final)

アクチン繊維脱重合試薬

Cytochalasin B
2 mM in DMSO (stock) -( 10 µM (final)
Latrunculin B
2 mM in DMSO (stock) -( 10 µM (final)
手順

1. アガーゼラチン法で一週間くらい BCDAT 液体培養した原糸体サンプルを用いる。（3.5 cm シャーレ）

2. 培養溶液を捨て、以下の溶液を加える。

	BCDAT medium
	3960 µl
	3960 µl
	3960 µl
	3960 µl

	2 mM Oryzalin (>>10 µM)　
	-
	20µl
	-
	20µl

	20 mM Cytochalasin B (>>0.1 mM)      　　　　　　　
	-
	-
	20µl
	20µl

	DMSO (1%)
	40 µl
	20µl
	20µl
	

	Total
	4000 µl
	4000 µl
	4000 µl
	4000 µl


8.  プロイディーを調べる

日渡祐二
PEGを使ったプロトブラスト形質転換の場合、プロトプラスト融合による倍数体が生じることがある。倍数体と一倍体を区別するために、フローサイトメーターによる分析を行う。このプロトコールはベックマン・コールターのEPICS XLを使った方法を述べる。また、細胞の染色を市販のキットを用いて行うこともでき、その方法についても最後に述べる。

＜準備＞

・器具

シャーレ（60 mm）、FACS用サンプルチューブ（EPICS用、分析室にあり）、フィルター20 umメッシュ（PARTEC社CellTrix-Orange）、カミソリ、カミソリフォルダー、ピンセット

· 試薬

１）PI溶液（1 mg/ml）

PI（SigmaP-4170　10 mg）一瓶に1 ml DABCO溶液を加え溶解、100 ulずつエッペンチューブに分注する。そこに、さらに900 ulのDABCO溶液を加えて遮光する。-20˚C保存。

· DABCO液：DABCO（Sigma　D2522：減衰防止剤）125 mgを10 mlのPBSで溶解

２）RNaseA（10 mg/ml、DNase-free）

３）Extraction Buffer

  1 )Stock solution

10 mM Tris-HCl pH 8.0

2 mM MgCl2

0.1% TritonX-100

  2) extraction buffer

Stock sol.      200 ul

Rnase sol.       2 ul

PVP (MW 40,000) 8 mg (Optional)

2-ME          2 ul (Optional)  
　　＊ヒメツリガネゴケではPVP,2-MEは加えずに行うことができる。

＜抽出方法＞

1. 200 ulのExtraction buffer中で5 mm2程度の原糸体、あるいは10本程度の茎葉体を刻む。原糸体は荒く刻むこと、細かく行うとバックが上がる。

2. 5-20分間放置する。

3. エッペンチューブにCellTrixフィルターをのせて、細胞破砕液を濾過する。

4. 37˚C、10分間インキュベートする（RNAの分解）

5. 20 ul（細胞濾過液の1/10 vol）のPI溶液を加え、ピペッティングでよく混ぜる。

6. アルミホイルで遮光して、4˚C、一晩あるいは室温、10分間インキュベートする。

＜測定方法＞

1. 廃液・シース液を確認した後、タップスイッチをオンにして、30分間放置する。

2. マシンの精度管理を行う。

3. 緑のInsert sample tubeシグナルがでたら、「プロトコール」から「mmish」を選択する。

4. 氷上のサンプルをFACS用チューブに移し、マシンにセットする。流速はlowから行う。きれいなピークがでない場合はrestartする。

5. 一番右のパネルをクリックして拡大する。

6. 適当なところでstopして、ファイル名を入れてEnterする（結果が自動的にプリントアウトされる）。

7. シャットダウンする。

●プロトプラストとキット（Becton Dickinson, DNA QC particles  cat.no. 349523）を用いた方法

核の染色にはFCM用のキットを用いることができる。以下のその方法を示す。

1. プロトプラストを単離する（形質転換と同様に方法で行う）。

2. 20 ul プロトプラストに対し500 ulの染色液を加える。

3. 4˚C で10分程度置く。

4. フローサイトメーターで測定する。
9.  遺伝子を導入する

9.1  PEGを用いたプロトプラストへの導入法

日渡祐二

ヒメツリガネゴケへの遺伝子導入は、一過的に外来遺伝子を導入する（一過的形質転換：Transient transformation）、ゲノムに安定に外来遺伝子を組み込む（安定形質転換：Stable transformation）、という2つの場合がある。

遺伝子を細胞へ導入する方法としては、ポリエチンレングリコール（PEG）を用いた方法、エレクロトポレーションを用いた方法やパーティクルガンを用いた方法がある。その中で、PEGを用いた遺伝子導入法は、特殊な装置を必要とせず、安定な形質転換率を示すこと、一過的形質転換および安定形質転換のどちらにも適用できることから、最も実用性の高い方法といえる。パーティクルガンによる遺伝子導入は一過的形質転換に適している。

1.　PEGを用いたプロトプラストへの遺伝子導入法

[image: image54.jpg]


PEGを用いた方法では、プロトネマから単離したプロトプラストに、PEG存在下でDNAを細胞（核）に取り込ませる。その後、DNAを取り込んだプロトプラストのみを再生させる。そのため、プロトプラストの再生率が形質転換効率に大きな影響を与える。従って、高い再生率をもつプロトプラストを得るために、成長のよい植え継ぎ後３〜６日培養したプロトネマ（ほとんどクロロネマからなるプロトネマ）を材料に使用する。
右図は植え継ぎ後５日目のプロトネマ

選択薬剤存在下でプロトプラストから再生した形質転換体には、外来DNAがゲノムに組み込まれた安定形質転換体（stable transformant）のほかに、ゲノムに不安定に組み込まれたり、ゲノムに組み込まれていない形質転換体（unstable transformant、transient transformant）が存在する。これらの形質転換体を排除し、安定形質転換体のみを単離するために、形質転換体について一度選択薬剤を含まない培地で培養し、再び選択薬剤を含む培地で培養する。この再選択で生き残った形質転換体を安定形質転換体として選抜する。

1-1　DNAの調製
＜準備＞
分子生物学用試薬一式
＜手順＞
①導入するDNAをもつプラスミドを、大腸菌からアルカリ−SDS法で調製する。
②フェノール抽出およびPEG沈殿によりプラスミドを精製し、滅菌したTEに溶解する。
③必要に応じて、導入するDNA制限酵素により直鎖状に切断する。
その後、フェノール抽出、エタノール沈殿により、滅菌したTEに溶解する。
④濃度を1 μg/μlにTEで調整する。
⑤4℃に保存する。

＊プラスミド調製は市販のキット（QIAGEN High Speed Kitなど）を用いてもよい。
1-2　DNAの導入
＜スケジュール＞
　形質転換の８〜１０日前　植え継ぎスタート（１回目）
　　↓
　形質転換の3〜５日前　植え継ぎ（２回目）
　　↓
　第１日目　形質転換（transformation）
　第２日目　形質転換（transformation）
　　↓
　形質転換から３〜５日後（第５〜７日目）　選択培地へ移動（この移動をファースト移動、我々はこの時の培地をファーストプレートと呼んでいる）
　　↓
選択培地への移動から３週間以後　非選択培地へ移動（この移動をセカンド移動、培地をセカンドプレートと呼んでいる）
　　↓
非選択培地への移動から１週間以後　選択培地へ移動（この移動をサード移動、培地をサードプレートと呼んでいる）

　　↓
安定な形質転換体の選択
（１）準備
・器具
200 ml三角フラスコ×1、300 ml三角フラスコ×２、駒込ピペット×２（先太、先細）
50 mlガラス製遠心管×２、メッシュフィルターセット（50 μｍナイロンメッシュ+漏斗）、ピンセット×１
青チップ１箱、黄色チップ１箱
セロハン
　→以上オートクレーブする。
・試薬
500 ml　8% (w/v) マンニトール
1% (w/v)　MES (pH 5.6)

100 ml　プロトプラスト用液体培地：100 ml

	H2O
	90 ml

	ストックＡ
	1 ml

	ストックB
	1 ml

	ストックＣ
	0.1 ml

	5 g/l　Amm.Tar.
	1 ml（＝50 mg/l）

	マンニトール
	6.6 g（6.6%）

	グルコース
	0.5 g

	
	H2Oで100 mlにメスアップする


　→以上オートクレーブする
500 ml　8% (w/v) マンニトール
1 M　Ca(NO3)2

1 M　MgCl2

・培地
プロトプラスト再生培地：PRM/B（1000 ml）
	H2O
	900 ml

	ストックB
	10 ml

	ストックC
	10 ml

	ストックD
	10 ml

	Alternative TES
	1 ml

	500 mM　Amm.Tar.
	10 ml（＝5 mM）

	マンニトール
	60 g（＝6%）

	CaCl2・2H2O
	1.47 g（＝10 mM）

	寒天（Sigma製 A6924）
	8 g（＝0.8%）

	
	H2Oで1000 mlにメスアップする


→オートクレーブ後、クリーンベンチ内でシャーレに分注する。培地が固まったら、シャーレの蓋を開けて、30分間乾燥させる。室温保存可能。
Sigma製A6924はナカライ寒天（code no. 010-28）でもよい。

選択培地（BCDAT＋適当な抗生物質）：1000 ml

	H2O
	900 ml

	ストックB
	10 ml

	ストックC
	10 ml

	ストックD
	10 ml

	Alternative TES
	1 ml

	500mM　Amm.Tar.
	10ml（＝5 mM）

	50mM　CaCl2・2H2O

（粉末で入れる場合）
	20 ml（＝1 mM）
（0.15 g）

	寒天（Sigma製A6924）
	8 g（＝0.8%）

	
	H2Oで1000mlにメスアップする


→オートクレーブ後、約50℃までさまし、クリーンベンチ内で20 mg/mlのG418（ジェネテシン）を0.2 ml加え、よく撹拌する。シャーレに分注する。培地が固まったら、シャーレの蓋を開けて、30分間乾燥させる。4℃保存。

＊選択薬剤について

現在までに次の３種類の抗生物質（とマーカー遺伝子）が有効であることを確認している。

１）ジェネテシン（G418）････マーカー遺伝子nptII

インビトロジェン（cat.no.10131-035）50 mg/ml液状試薬

最終濃度20 mg/lで用いる。50mg/ml液状試薬であれば、培地量の1/2500量添加する。

２）ハイグロマイシンＢ････マーカー遺伝子hpt (aphIV)

インビトロジェン（cat.no.10687-010）　50 mg/ml液状試薬

最終濃度30 mg/lで用いる。50 mg/ml液状試薬であれば、培地量の3/5000量添加する。
３）ゼオシン・・・マーカー遺伝子zeocin resistant gene (ble)

インビトロジェン（cat.no.R250-01）　100 mg/ml液状試薬

最終濃度50 mg/lで用いる。100 mg/ml液状試薬であれば、培地量の1/2000量添加する。

（２）第１日目
＜準備＞
①2 gのポリエチレングリコール6000（PEG6000）を黒キャップのバイヤル瓶に入れてオートクレーブする。別途、スターラーもオートクレーブする。
②8%マンニトール溶液を9 ml、1 M　Ca(NO3)2を1 ml、1 M　Tris（pH 8.0）を100 μlずつ混合し、フィルター滅菌（0.22 μm）する。
③オートクレーブしたポリエチレングリコールに②で作製した溶液を5 ml加え、
オートクレーブしたスターラーを入れて、よく溶かし、PEG/T溶液を調製する。
④恒温漕（water　bath）の温度を45℃、および20℃にセットする（20℃にならない場合は、氷を入れて適時20℃にする）。

⑤50 mlのファルコンチューブにドリセラーゼ（Driserase：協和発酵）を0.5 g入れ、8%マンニトールを25 ml加え、ドリセラーゼを溶解する。
⑥15 mlのコーニングチューブ（25317ｰ15）または同等品（ファルコンチューブなど）にマンニトールを910 mg、H2Oを8.85 ml、1 M　MgCl2を150 μl、1%　MESを1 mlずつ混合した後、フィルター滅菌（0.22 μm）をして、ＭＭＭ溶液を調製する。
＜手順：プロトプラスト作製と遺伝子導入＞
①ドリセラーゼ溶液を4000 rpm、5分間遠心する。
②上清をフィルター滅菌（0.45 μm）しながら、50 mlのガラス製遠心管に入れる。
③ピンセットを用いて、培養したプロトネマをシャーレからはぎ取り、ドリセラーゼ溶液の中に入れる。
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④遠心管をアルミ箔で覆い、25℃に30分間静置し（但し、5分間毎にゆっくりと優しく混ぜる）、プロトネマからプロトプラストを作製する。
⑤プロトプラスト溶液をメッシュで濾過しながら、50 mlのガラス製遠心管にプロトプラスト溶液を入れる。
[image: image56.jpg]
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⑥1000 rpm、2分間遠心する。
⑦駒込ピペットを用いて、上清を捨てる（但し、極少量上清を残しておく）。
[image: image12.jpg]



⑧遠心管をゆっくり回転しながら、残した上清を用いて、沈殿したプロトプラストを懸濁する。
[image: image58.jpg]



⑨駒込ピペットを用いて、8%マンニトール溶液を40 ml加える。
⑩上記⑥、⑦、⑧、⑨を２回繰り返す。
⑪血球計算盤（CLAY ADAMS Brand）を用いて、プロトプラストの数を計算する。
3重線に囲まれた平方区の平均個数（Ｘ個）を計算する。次の式を用いて、加えるＭＭＭ溶液の量を決める。
Ｘ（個）×104（cell/ml）×40（ml）／（1.6×106）=Ｘ／4（ml）→加えるＭＭＭ量
[image: image59.jpg]



⑫上記⑥、⑦、⑧を行う。
⑬MMM溶液を⑪で決めた量加え、プロトプラストを懸濁する。
⑭14 mlのファルコンチューブ（2057）に5~20 μl（5~20 μg）のDNA溶液を入れる。
[image: image60.jpg]



⑮そこに、300 μlのプロトプラスト溶液、および300 μlのPEG/T溶液を入れ、軽く混ぜる。
⑯45℃の恒温漕に、5分間置く。
[image: image61.jpg]



⑰20℃の恒温漕に、10分間置く。
⑱プロトプラスト液体培地で、３分毎に300 μlを5回、次に1 mlを5回ずつ、加えて希釈する。
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⑲全量を60 mmファルコンシャーレ（1007）に入れて、パラフィルムでシールする。
⑳箱に入れて（遮光して）、25℃、24時間置く。
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nptl cassette on pBluescript SKII(+)
A Kpnl-Xhol fragment from pMBLS was inserted to the Smal site of
pBluescript SKII(+)
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（３）第２日目
＜準備＞
①PRM/T溶液：200 ml

	H2O
	180 ml

	ストックB
	2 ml

	ストックC
	2 ml

	ストックD
	2 ml

	Alternative TES
	0.2 ml

	500mM　Amm.Tar.
	2 ml（=5 mM）

	マンニトール
	16 g（＝8%）

	CaCl2・2H2O
	0.29 g（10 mM）

	寒天（Sigma製 A6924）
	1.6 g

	
	H2Oで200 mlにメスアップする


→オートクレーブする（オートクレーブ後45℃で保温する）。
②形質転換したサンプルの本数分のP5000用チップをオートクレーブする。あるいは滅菌10 mlディスポーザブルメスピペット（サンプル本数分）準備する。
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modified nptl cassette on pBluescript SKil+

The caulifiower mosaic virus 358 promoter of pTNS was modified to
confer kanamycin resistance in E.coli as well as G418 resistance in
Physcomitrolla.

Hincll
BssHIl Kpnl Apal Xhol Sall Clal Hindlll EcoRV EcoRl Pstl

Spel Sphl EcoRV Xhol BamHI Spel Xbal Notl Sacll BsiX| Sac BssHIl

500bp. Pm3ss: modified CaMV 35 promoter

EcoRV digest produces a 2.0 kb fragment (selection cassetle) and a 3.0
Kb fragment (vector).

EcoRV-Hincll fragment s suffcient to confer G418 resistance in R patens
when targeted to Pphb7 locus.

Any question may be sent to Tomoaki Nishiyama (tomoaki@nibb.ac.jp)

First edition 2001.1.16.

Tomoaki Nishiyama

National Instiute for Basic Biology
Myoudaiji-cho, Okazaki-shi
444-8585 Japan.



＜手順＞　＊作業はすべてクリーンベンチ内で行う。
①PRM/Bにセロハンを敷く。
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modified nptl cassette on pBluescript SKil+

The caulifiower mosaic virus 35S promoter of pTNS was modified to
confer kanamycin resistance in E.coli as well as G418 resistance in
Physcomitrella. Spel and Xbal sites was removed from pTN8O by
digestion with BamHl and Xbal followed by blunting and self ligation.

Hincll
BssHl Kpnl Apal Xhol Sall Clal Hindll EcoRV EcoRl Pstl

Spel Sphl EcoRV Xhol BamHi Notl Sacll BsiX| Sacl BssHil

500bp. Pmass: modified CaMV 358 promoter

EcoRV digest produces a 2.0 kb fragment (selection cassette) and a 3.0
Kb fragment (vector).

EcoRV-Hincll fragment is sufficient to confer G418 resistance in P. patens.
when targeted to Pphb7 locus.

Any question may be sent to Tomoaki Nishiyama (tomoaki@nibb.ac.p)
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②細胞をシャーレから15 mlコーニングチューブ（25317ｰ15）または同等品（ファルコンチューブ2196）にデカンテーショで入れる。
③1000 rpm、2分間遠心する。
④上清を捨て、メスピペットあるいはP5000ピペットマンでPRM/T溶液を8 ml入れる。ピペットマンの場合は4 mlを2回ずつ入れる。
⑤すぐに、PRM/Tを2 mlずつ、PRM/Bに分注する。
⑥シャーレをパラフィルム（またはサージカルテープ）でシールし、25℃のインキュベーターに入れる。
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floxed modified nptl cassette on pBluescript SKils
The caulifiower mosaic virus 35S promoter of pTNS was modified to
confer kanamycin resistance in E.coli as well as G418 resistance in
Physcomitrella. Two loxP sies are inserted at the Pstl and Spel sites of
PTN81 1o make the whole cassette 'floxed." The two loxP sites are i the
same orientation, 50 that the marker cassette can be excised by the Cre
site specific recombinase.

Hincll
BssHil Kpnl Apal Xhol Sall Clal Hindlll EcoRV EcoRl

Sphl EcoRV Xhol BamHI Notl Sacll Bsixi Sacl BssHil

500bp. Pmass: modified CaMV 358 promoter

EcoRV digest produces a 2.1 kb fragment (the floxed selection cassete)
and a 3.0 kb fragment (vector).
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First edition 2001.3.16.

Tomoaki Nishiyama.
National Instiute for Basic Biology
Myoudaiji-cho, Okazaki-shi
444-8585 Japan.




（４）第５日目
＜準備＞
①選択培地（BCDAT＋G418など）を作製する。
②ピンセットを2本オートクレーブする。
＜作業＞　＊作業はすべてクリーンベンチ内で行う。
①シャーレのふたを開け、2本のピンセットを用いて、再生しているコケをセロハンごと選択培地に移す。
②コケを移したシャーレをパラフィルムまたはサージカルテープでシールし、25℃のインキュベーターに入れ、培養する。
1-3　形質転換体の選抜
＜準備＞
選択培地（BCDAT＋G418など）
汎用培地（BCDATまたはBCDATG）
ピンセット
→オートクレーブする。
＜手順＞　＊作業はすべてクリーンベンチ内で行う。
①形質転換後、選択培地で３週間以上培養する。
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Floxed hygromycin resistance cassette on pBlusscript SKil+. Ecol, Pst, and
EcoT141 sites were removed from aphd gene (gb:V01498) on pHTS 14 with PR,
Two loxP stes are inserted at £coRl and Spel sites of pTN81 and npll coding
sequence was replaced with this modified coding siquence. This plasmid confers
resistance to hygromycin at 30mg in E. coll

Hincll
BssHil Kpnl Apal Xhol Sal Clal Hindlll EcoRV

reverse

Sphl EcoRV Xhol BamH Notl sse BstX Sacl BssHil

500bp. Pm3ss: modified CaMV 358 promoter

Any question may be sent to Tomoaki Nishiyama (tomoaki@ nibb.ac.jp)

First edition 2008.7.31
revised on 2003.8.7
revised on 2003.10.5.

Tomoaki Nishiyama
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②再生してきた形質転換体を抗生物質が入っていない汎用培地（BCDATまたはBCDATG）に一つずつ移す。
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floxed modified nptl cassette on pBluescript SKil+
The caulflower mosaic virus 355 promoler of pTNS was modfied to
confer kanamycin resistance in E.colias well as G418 resistance in
Physcomitrelia. Two loxP sites are inserted at e Psfl and Spel sites of
PTN81 to make the cassette floxed (pTN82). The two loxP sites are in
the same orientation, so that the marker cassette can be excised by the
Gre site specifc recombinase.

el
BssHil Kpnl Apal Xhol Sall Clal Hindlll EcoRV EcoRI
Hist

|
pmass T npti ] ssseA ¢
Sphl Smal Xbal Ndel BamHi Notl Sacll Bstx! Sacl BssHil

500bp. Pm3ss: modified CaMV 358 promoter

The expected sequence after excision is shown below.

Any question may be sent to Tomoaki Nishiyama (tomoaki@ nibb.ac.jp)
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National Institute for Basic Biology
Myoudaiji-cho, Okazaki-shi
444-8585 Japan.



③25℃のインキュベーターに入れて、1週間以上培養する。

④増殖してきた形質転換体の一部をピンセットで選択培地に移す。

⑤25℃のインキュベーターに入れて、1週間以上培養する。
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Floxed hygromycin resistance cassette on pBlusscript SKil+. Ecol, Pst, and
EcoT141 sites were removed from aph4 gene (gb:V01498) on pHTS14 with PCR,
Two loxP sites are inserted at EcoRl and Spel sites of pTNB1 and nptl coding
sequence was replaced with this modified coding siquence (pTN8E). EcoRV and
Xhol sites in the 3 multiple cloning site were replaced with Sma, Xbal, and Ndel
Sites. Construction of a disruplion veclor can be done by blunt end cloning of 5'
‘and 3 flanking regions into EcoRV and Smal sites.

ol
BssHil Kpnl Apal Xhol Sal Clal Hindlll EcoRV

reverse

Sphl Smal Xbal Ndel BamHi Notl ssct BstX| Sacl BssHIl

500bp. Pm3ss: modified CaMV 358 promoter

Any question may be sent to Tomoaki Nishiyama (tomoaki@ nibb.ac.jp)

First edition 2004.1.22

Tomoaki Nishiyama
National Institute for Basic Biology
Myoudaiji-cho, Okazaki-shi
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⑥抗生物質が入っていない汎用培地（BCDATまたはBCDATG）と同じ増殖速度で生長した形質転換体を安定な形質転換体として選抜する。

9.2  パーティクルボンバートメントによる導入法

日渡祐二
バーティクルボンバートメントは比較的簡単な作業で細胞に遺伝子を導入することができる。この方法は一過的形質転換によく使用される。遺伝子を導入した原糸体を破砕したあとに、選択培地で選抜することにより安定形質転換体を作出することも可能である。このプロトコールはバイオラッドPDS-1000Heを使った一過的形質転換について紹介する。

装置：Bio-Rad PDS-1000/He

細胞：継代後８〜10日間培養したプロトネマ

＜器具＞

金粒子（1.6μm diameter Au powder, BioRad 1652264）、ラプチャーディスク、ストッピングスクリーン、マイクロキャリアー

＜試薬＞

2.5　M CaCl2（濾過滅菌）、0.1 M スペルミジン（濾過滅菌）、70% エタノール、50% グリセリン（オートクレーブ滅菌）

2-1　金粒子の滅菌
①60 mgの金粒子（1.6μm diameter Au powder, BioRad 1652264）を1.5 mlのマイクロチューブに入れる。

↓

②70%エタノールを1 ml加える。

↓

③5分間ボルテックスする。

↓

④室温、15分間静置する。

↓

⑤15000 rpmで5秒間遠心する。

↓

⑥上清を捨てる。

↓

⑦滅菌水を1 ml加える。

↓

⑧2分間ボルテックスする。

↓

⑨15000 rpmで5秒間遠心する。

↓

⑩上清を捨てる。

↓

⑪滅菌水を1 ml加え、ボルテックスして遠心して、2回以上洗浄する。

↓

⑫滅菌した50%グリセロールを1 ml加え、ボルテックスする。

↓

⑬-20℃保存。

2-2　プラスミドＤＮＡの金粒子へのコーティング
①金粒子グリセロールストックを懸濁する。

↓

②以下の組成で試薬を調製する（打ち込み4回分）。試薬を加える毎にボルテックスする。

金粒子グリセロールストック　　　50 μl

プラスミドDNA　　　　　　　　10 μg（0.2〜1.0 μg/μl濃度で実績あり）

2.5M　CaCl2　　　　　　　　　　50 μl

0.1M　スペルミジン　　　　　　　20 μl

↓

③2分間ボルテックスする。

↓

④室温で、15分間静置する。

↓

⑤15000 rpmで5秒間遠心する。

↓

⑥上清を除く。

↓

⑦70%エタノールを150 μl加えて、ボルテックスする。

↓

⑧15000 rpmで5秒間遠心する。

↓

⑨上清を除く。

↓

⑩100%エタノールを150 μl加えて、ボルテックスする。

↓

⑪15000 rpmで5秒間遠心する。

↓

⑫上清を除く。

↓

⑬100%エタノールを50 μl加えて、指ではじきながら完全に懸濁する。

2-3　細胞への打ち込み
①マイクロキャリアーディスク、ストッピングスクリーンを70%エタノールに入れて洗浄した後、風乾する。

↓

②DNAがコートされた金粒子溶液10μlをマイクロキャリアーディスクにのせ、エタノールを飛ばす。

↓

③装置を立ち上げる。

ボンベ圧1550

↓

④ラプチャーデスク（1350 psi）、マイクロキャリアーディスク、ストッピングスクリーンをセットし、試料台にプロトネマが培養されているプレートを置いて、金粒子を打ち込む。

導入条件：

チャンバー内の真空度：28インチHg

　試料までの距離：6 cm

　ヘリウム圧：1350 psi

＊プレートあたり2回打ち込む。

↓

⑤プレートを暗所で培養する。GFPの蛍光は打ち込み後12時間から観察される。

10.  35S CaMV promoterを用いたGFP融合タンパクの細胞内局在
藤田知道
（１）ストラテジー

１）cDNAとGFPの融合タンパクをヒメツリガネゴケでは弱く働く35Sプロモーターで過剰発現し細胞内局在を調べる。

２）cDNAとGFPの融合タンパクをプラットホームとして用いているBS２１３遺伝子座に導入し、安定形質転換体における細胞内局在を調べる。この際、形質転換株として目的遺伝子の破壊株を用いると、破壊株が表現型を示す場合にはcDNA-GFP融合タンパクが破壊株の表現型を相補できるかどうかを評価することができる。

（２）注意点

１）による一過的過剰発現の場合、細胞内局在が正しく反映されない可能性も高く結果の解釈には注意を要する。

（３）ゲートウェイコンストラクト

１）、２）の融合タンパク質作成のために以下のデスティネーションベクター（中川強博士、島根大学より分与頂いた）を利用、改変して用いている。

１）一過的過剰発現用

35S-R1-Cm-ccdB-R2-sGFP-Tnos  [C末GFP融合型]

35S-sGFP-R1-Cm-ccdB-R2-Tnos   [N末GFP融合型]

35S-R1-Cm-ccdB-R2-mRFP-Tnos  [C末RFP融合型]

35S-mRFP-R1-Cm-ccdB-R2-Tnos   [N末RFP融合型]

２）BS213ターゲット用（構築中）

[BS213ターゲットC末GFP融合型]

BS213 5'-35S-R1-Cm-ccdB-R2-sGFP-Tnos-Zeo selection cassette-BS213 3'  

[BS213ターゲットN末GFP融合型]

BS213 5'-35S-sGFP-R1-Cm-ccdB-R2-Tnos-Zeo selection cassette-BS213 3'  
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cDNA＃１-GFP融合タンパク質をプロトプラストに一過的に導入した。３細胞に再生した原糸体ではこの融合タンパク質が基部の細胞に存在していた。
11.  一過的に遺伝子発現を抑制、または過剰発現させる

11.1  RNAi による発現抑制

日渡祐二
はじめに

生存に必須な遺伝子の機能を解析する場合、完全に機能を失った破壊株を作出することができない。そこで、二本鎖RNAを細胞内に一過的に発現させ、遺伝子の発現を抑制することによって、一過的に表現型を提示させる方法が有効となる。ここに紹介する方法は、RNAiベクターを一過的にプロトプラストに導入し、プロトプラスト再生過程で遺伝子機能を欠失させるプロトコールを示す。RNAiコンストラクトベクターは、Gatewayシステムを利用しているので簡便に構築できる。構築したRNAiコンストラクトはGFPやmRFPを発現するマーカープラスミドとともにPEG法によってプロトプラストに導入する、あるいはParticle bombardment法により原糸体に導入する。RNAiベクターはマーカープラスミドと高効率で共に導入されるので、マーカーが発現している細胞を観察することで、RNAiの効果を検討する。

以下にRNAiベクターの構築から形質転換までの作業手順を示す。
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hygromyein resistance cassette on pBluescript KS(+)
Detailed information is not available.
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＜RNAiプロトコールの実際＞
1. 解析する遺伝子YFCのエントリーベクターpENTR/D-TOPOへのクローニング

このクローニング法はインビトロジェンのpENTR Directional TOPO Cloning Kits (cat.no.K2400-20)のマニュアルに従う。

1 解析したい遺伝子のcDNAを鋳型に、pENTR-/D-TOPOにクローニングする領域をPCRによって増幅する。この増幅産物の長さは200 bp以上にする。
PCR反応溶液組成例（total 20 µl）

1 ul   templete cDNA

2 ul   10x KOD+ buffer

2 ul   2.5 mM dNTPs

0.8 ul  25 mM MgSO4

0.6 ul  10 pmol/ul primer1

0.6 ul  10 pmol/ul primer2 

0.4 ul  1 u/ul KOD+ 

12.6 ul  H2O

PCR条件

94C,   2 min
94˚C,   15 s     ━━┓

Tm-5˚C, 30 s        x 30

68˚C,   1 m/1kb  ━━┛
4˚C

2 2 µlをアガロース電気泳動してPCR産物をチェックする。

3 以下のTOPOクローニングをする
TOPO反応実施例（total  1.5 µl）

0.25 ul  Salt 

0.5 ul   H2O

0.25 ul   pENTR/D-TOPO

0.5 ul   PCR product (5-20 mg)

 ↓

室温、5分間以上インキュベートする。

↓

コンピテントセル（XL10-GOLD）に全量形質転換する。

形質転換した細胞全量をLB-Kmにストリークし、37˚Cで一晩インキュベートする。

4 目的の方向にクローニングしたクローンをコロニーPCRによって選抜する。

5 選んだクローンを3 ml　LB+Kmに移植し一晩培養した後、ミニプレップする（Wizard Mini prep Kitなど市販のキットを用いると便利である）。

6 ミニプレップしたプラスミドを制限酵素で消化してインサートを確認する。
制限酵素反応実施例（total 10 µl ）

3 ul   Plasmid 

1 ul   10 x H

1 ul   0.1% BSA

0.5 ul  10 u/µl EcoRV 

0.5 ul  10 u/µl Not I

4 ul    H2O

 ↓

37˚C、1時間以上インキュベートする。
  ↓
全量をアガロース電気泳動する。

7 PCRエラー、フレームシフトがないかシーケンスを確認する（内部のGSPプライマーを利用する）。

2. pENTR/D-TOPOにクローニングしたYFCのRNAiベクターpPI1（pUGW80-8）への移動

このプロトコールはインビトロジェンのGateway LR Clonase Enzyme Mix (cat.no.11791-019) のマニュアルにほぼ従っている。RNAiベクターのpPI1はイントロンとしてシロイヌナズナのGPA1イントロンを、pUGW80-8はイントロンとしてヒメツリガネゴケPpPIN1イントロンを持っている。どちらのベクターでも同程度のRNAi効率を示す。エントリークローンあるいはディスティネーションベクターのどちらかを制限酵素で一カ所切断し、直鎖化する（以下はディスティネーションベクターを直鎖化した実施例）。

1 ディスティネーションベクターを直鎖化する。
制限酵素処理

1.5 ul   1 µg/µl pPI1 

1 ul    10 x H

0.5 ul  10 u/µl Xho I

8 ul    H2O 

 ↓

37˚C、1時間以上インキュベートする。
  ↓
全量をアガロース電気泳動する。
  ↓
ゲルからQIAquick Gel extraction kitなどを用いて回収する。

2 LR反応を行う。

1 ul   Entry clone (supercoiled, ~60 ng) 

1 ul    ~ 60 ng/µl linearized pPI1 or pUGW80-8

0.8 ul  5x LR Clonase Rxn. Buffer 

0.4 ul  TE 

 ↓

0.8 µlのLR clonase enzyme mixを加え、ピペッティングする。（注：LR clonase enzyme mixを氷上で溶かし、溶けたら2回ボルテックスし使用する。使い終わったら-80˚Cにすぐ戻す。）

  ↓
25˚Cで1時間以上インキュベートする。
  ↓
0.4 µlのproteinase K(kitに添付)を加えて、ピペッティングし、37˚Cで10分間インキュベートする。
3 全量を100 µlのコンピテントセルDH10B（あるいはDH5alpha）に形質転換する。全量をLB+Ampにストリークし、30˚Cで一晩インキュベートする。（注、XL10-Goldは不可）

4 RNAiカセットが正しく作成したクローンをコロニーPCRによって選抜する。LR反応によってイントロンが逆向きになってしまうことがあるので、イントロンの向きに注意する。まずYFCの組み込みを確認するPCR（1回目）を行い、ポジティブなクローンについて、イントロンの向きを確認するPCR（2回目）を行う。
1回目のcolony PCR反応溶液組成例（total 20µl）

       colony  inoculation

2 ul      10xEx Taq 
2 ul      2.5 mM dNTPs
0.5 ul    10 pmol/ul 35S mini-F (CTAATCTTCGCAAGACCCTTCCTC)

0.5 ul    10 pmol/ul YFCのreverse向きprimer 

0.125 ul  5 u/ul Ex Taq 

14.875 ul  H2O

PCR条件
94˚C, 30 s    ━━┓

58˚C, 30 s      x 30

72˚C, 1 m/1 kb ━━┛
4˚C

＊このときreverse primerとYFCのforward向きのprimerのプライマーセットでもコロニーPCRを行うとより確実である。

2回目のPCR反応溶液組成例（total 20 µl ）

 ul      colony inoculation

2 ul      10xEx Taq 
2 ul      2.5 mM dNTPs
0.5 ul    10 pmol/ul 35S mini-F
0.5 ul    10 pmol/ul GFP1r1KpnI or GFPf1SpeI（pPI1の場合）

　　　　　　　　　gPIN-KpnI or gPIN-SpeI（pUGW80-8の場合） 

0.125 ul  5 u/ul Ex Tag
14.875 ul  H2O

PCR条件
94˚C, 30 s    ━━┓

58˚C, 30 s      x 25

72˚C, 1 m    ━━┛
4˚C
*pPI1では35S mini-FとGPA1r1KpnI (ACCGGTACCTGCATATAACCTGC) 、35S mini-FとGPAf1SpeI (GATACTAGTGGTCGGTAACGGTCGG) の2つのプライマーセットでPCRを行い、35S mini-FとGPA1r1KpnIのプライマーセットのPCR産物が35S mini-FとGPA1r1SpeIに比べて増幅したクローンを選択する。pUGW80-8では35S mini-FとgPIN-KpnI (CTCGGTACCTGTTCCAAATTTCAGCCACACG) のプライマーセットのPCR産物が、35S mini-FとgPIN-SpeI (CTCACTAGTGGTGAGTGCCTTTCCTGCC)のPCR産物よりも増幅しているクローンを選択する。
5 選抜したクローンを3 mlのLB+Ampに移植し、30˚Cで一晩培養後、ミニプレップする（Wizard Mini Prep Kitなどの市販のキットを使うと便利である）。

6 制限酵素によってインサートが正しく組み込まれているかどうか確認する。
制限酵素処理例 (pPI1)

2 ul   plasmid

1 ul    10 x M          10x M
0.5 ul  10 u/µl Xho I      10 u/µl XhoI

0.5 ul  10 u/µl Sac I       10 u/µl KpnI

6 ul    H2O 

 ↓

37˚C、1時間以上インキュベートする。
  ↓
全量をアガロース電気泳動する。
7 35S mini-Fとreverseプライマーによりシーケンスを確認する。組み換えサイト（B1,B2）を超えてシーケンスはできないのでYFCのみの確認となる。

8 ミドルスケールプレップでRNAiコンストラクトを大量調製する（QIAGEN high Speed Midi Kitなどを使うと便利）。

3. YFCを組み込んだRNAiコンストラクトとマーカープラスミドのプロトプラストへの導入

RNAiベクターpPI1とpUGW80-8はマーカーカセットを含んでいないので、別のマーカープラスミドとともに共形質転換する。マーカーの発現を指標に遺伝子が導入された細胞を判別する。マーカープラスミドはGFP（pTKM-GFP）, mRFP（pTKM-RFP）, DsRED2（pTKM-DsRED2）を構成的発現するプラスミドを使用する。

1 ミドルスケールプレップでマーカープラスミドを大量調製する（QIAGEN high Speed Midi Kitなどを使うと便利）。

2 YFCを組み込んだRNAiコンストラクトとマーカープラスミドを10 µgずつ混ぜたDNA、RNAiベクター（空ベクター）とマーカープラスミドを10 µgずつ混合したDNA（コントロール）を、PEGを用いた形質転換でプロトプラストへ導入する。

3 形質転換したプロトプラストを培養し再生させる。

4. マーカーを発現する細胞の観察
GFPなどマーカーを発現する原糸体を観察し、コントロールと比較しながら表現型を調べる。

＊FtsZ1のRNAi実験では、DNA導入後6日後（明培養に移してから5日後）に明らかな表現型を観察することができた。GFPを発現する系統に対するGFPのRNAi実験では、DNA導入後4日後（明培養に移してから3日後）に明らかな表現型を観察することができ、DNA導入後14日目までRNAiの効果を確認できた。

5. ベクターマップ

1 pPI1
[image: image14.wmf]
2 pUGW80-8

3 pTKM-GFP

[image: image15.png]Cloning site

EcoRl
Xbal EcoRV-Sfil-Ascl-Smal-Apal-Sfil
Sal
Pstl
Sphl Confirmed restriction enzyme site by digestion;
Hindlll EcoRl, Hindlll, Smal, Apal, Kpri.

Sequence of cloning site (confirmed by sequencing)
GATATC - CCATTCA . GGCGCGCCACCCGGG

EcoRV Sfit Ascl Smal
AGGGCCCHCCCGATTTO Lo
Apal Sl
Kpnl
EcoRI
Derivatives

pTKM1: no insert
pTKM1sGFP: sGFP insert between Smal-Apal

pTKM1DsRED: DsRED insert between Ascl-Apal
(note: synonmimus mutation may occur in DSRED, A at 338 may be G)

pUC18 backbone

Actin promoter, cloning site and rbcS terminater are derived
from pTFH15.3. The fragment (approx. 2kb) was inserted in
Smal site of pUC18. April 10, 2003 by Takashi Murata




11.2  イネアクチンプロモーターを用いたcDNA一過的過剰発現

藤田知道
(1) pTFH22.4

ヒメツリガネゴケ単離プロトプラストにPEG法を用いて過剰発現したいcDNAをサブクローニングしたプラスミドを導入する。pTFH22.4は、形質転換されたプロトプラストと非形質転換細胞を区別するためベクター上にGFPカセットを含ませている。GFP蛍光を発している細胞が形質転換された細胞である。一過的過剰発現とは言え、通常10細胞以上になってもその発現は継続しているようである。また、プラスミドには、nptIIカセットも含んでいるため形質転換後、数日してから細胞をG418抗生物質入り培地に移し選択圧をかけることで、さらに長期間、すなわち20細胞以上に再生した原糸体においてもGFPの蛍光が維持されている。すなわちその段階においても過剰発現が継続していることを意味している。
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(2) pTKM1, pTKM1sGFP, pTKM1DsRED

質的にはpTFH22.4からnptII-GFPカセットを除いたものと考えて良い。プラスミドの大きさがpTFH22.4より小さくハンドリングしやすい利点がある。形質転換細胞と非形質転換細胞とを区別するために、pTKM1sGFPあるいはpTKM1DsREDとコトランスフォーメーションする必要がある。２種類のプラスミドのコトランスフォーメーションの効率は高く我々は約９０％という数値を得ている（日渡, 未発表）。

プラスミドの模式図は「RNAiによる機能抑制」の項を参照。

12.  遺伝子ターゲティングを行う

12.1  GUS (GFP) 融合による発現解析 
日渡祐二
ストラテジー

ヒメツリガネゴケでは、調べたい遺伝子のゲノム領域にレポーター遺伝子を遺伝子ターゲティング法で挿入することができる。レポーター遺伝子を挿入した形質転換系統においてレポーター遺伝子産物の発現を調べることで遺伝子産物の組織レベル・細胞レベルの発現部位を推定できる。但し、この方法はゲノム領域を改変し、レポータータンパク質と融合したタンパク質を調べるので、本来の遺伝子発現様式・タンパク質局在部位を完全に反映しない可能性を頭に入れておくべきである。タンパク質の細胞内局在では可能であれば抗体を用いた免疫染色の結果とレポータータンパク質の結果と一致することを確認したいところである。

レポーター遺伝子にはuidA遺伝子（GUS）とGFP遺伝子を用いる。uidA遺伝子産物のGUSは高感度でS/N比に優れており、組織レベルでの発現解析に適している。欠点としては、反応生成物が滲みやすく、空間解像度は低いことがある。GFPは空間解像度が高く細胞内の局在を調べることができる。また、細胞を生かしたままGFP蛍光を検出できるので、転写産物の動態を調べることが可能である。しかし、GFPはGUSに比べて感度が低く、また自家蛍光が強い組織（造卵器、造精器）では検出しにくい。これらのレポーター遺伝子を使用するに当たっては、解析目的に応じて使い分けることが必要である。

発現コンストラクトの作成では、(a)発現解析を行いたい遺伝子のストップコドンの直前にレポーター遺伝子を挿入する場合（遺伝子産物のC末端側にレポータータンパク質が融合する）と、(b)調べたい遺伝子のスタートコドンにレポーター遺伝子を挿入する場合（遺伝子産物のN末端側にレポータータンパク質が融合する）がある。

図１　発現コンストラクトの模式図
[image: image17.wmf]
両方の場合を検討するのが望ましいが、調べたい遺伝子のC末端側にレポータータンパク質を融合する方法から試みるべきである。遺伝子産物の制約がない場合、この方法がコンストラクトの作成の点で簡単なためである。

発現コンストラクトカセットには遺伝子産物のC末端側にレポータータンパク質を融合するタイプとして以下のものがある。
· GUS + G418耐性（nptII）:pGUSmutNPTII, pTN83, pTN84, pTN85
· GFP + G418耐性（nptII）:pGFPmutNPTII
· GFP + ハイグロマイシン耐性（hyg）:pYRG2
· GFP + ゼオシン耐性（zeocin）:pHIZ2

遺伝子産物のN末端側にレポータータンパク質を融合するタイプとして以下に述べる。

· GFP + ゼオシン耐性（zeocin）:pHIZ3

i) C末GUS（GFP）融合型コンストラクトの作成（**-GUS,GFP） 

発現ベクターの5’側には解析したい遺伝子の終止コドン直前までのゲノムDNAをGUS (GFP) ORFとin-frameになるようにクローニングする。発現ベクターの3’側（薬剤耐性マーカー側）には解析したい遺伝子の終止コドンよりも下流のゲノム領域をクローニングする。このようにして作成したコンストラクトをヒメツリガネゴケに形質転換すると相同組換えにより、野生型遺伝子をGUS (GFP) 融合遺伝子に置換し、野生型プロモーターを利用してGUS (GFP) 融合遺伝子を発現させることができる。図1のa)を参照。 ゲノムDNA断片のクローニングは発現コンストラクトの5’側、3’側のどちらからでもよい。以下の方法は5’側から行った例を示す。

＜方法＞ 

1. 発現ベクターのGUS（GFP）側にクローニングするゲノム断片をPCR増幅する。

発現解析を行いたい遺伝子の終止コドン直前までのゲノム領域（1 kb以上が望ましい）を増幅するプライマーセットを設計する。プライマーには発現ベクターにクローニングしやすくするためにGUS（GFP）側にある制限酵素認識部位を付加する。reverseプライマーについては、調べたい遺伝子とGUS（GFP）ORFがin-frameになるように設計する。
＊注）プライマーに付加する制限酵素部位は、クローニングするゲノム断片（GUS側と薬剤耐性側の断片）の内部を切断しないようなものを選ぶこと。

2. 発現ベクターの５’マルチクローニング部位に、GUS ORFと融合遺伝子になるように１.でＰＣＲ増幅したゲノム断片を挿入する。シーケンスを行い、PCRエラーがないこと、調べる遺伝子とGUS（GFP）のORFがin-frameであることを確認する。

3. 発現ベクターの薬剤耐性マーカー側にクローニングするゲノム断片をPCR増幅する。ゲノム断片は終止コドンの下流の領域（1kb以上が望ましい）を増幅するプライマーセットを作成する。プライマーには発現ベクターの３’マルチクローニング部位にある制限酵素部位を付加しておく。

＊注）プライマーに付加する制限酵素部位は、クローニングするゲノム断片（GUS側と薬剤耐性側の断片）の内部を切断しないようなものを選ぶこと。

4. 増幅したDNA断片を前項3で作った発現ベクターの耐性マーカー側にクローニングする。シーケンスを行い、挿入したDNA断片の向きが正しいこと、PCRエラーがないことを確認する。

5. 発現コンストラクトを大量調製する（QIAGEN high speed kitなどを用いると便利）。

6. 発現ベクターの5’と3’のマルチクローニングサイトで発現コンストラクトの内部を切断しない制限酵素（通常はプライマーに仕込んだ制限酵素）で、発現コンストラクトとベクターを切り離す。フェノール抽出、エタノール沈殿で精製し、1 µg/µlの濃度になるようにTEに溶解する。

7. 制限酵素処理をしたDNA、10〜20 µgを用いてコケを形質転換する。

ii) N末GFP融合型遺伝子コンストラクトの作成（GFP-**） 

GFPの5’側には解析したい遺伝子の推定スタートコドンまでの5’上流のゲノムDNAをクローニングする。GFPの3’側には解析したい遺伝子のスタートコドンからストップコドンに至るcDNAあるいはゲノムDNAをクローニングする。このとき、解析したい遺伝子のORFがGFPのORFとin-frameになるようにクローニングする。さらに発現ベクターの薬剤耐性マーカー側の3’側には解析したい遺伝子の終止コドンよりも下流のゲノムDNAをクローニングする。このようにして作成したコンストラクトをヒメツリガネゴケに形質転換すると相同組換えにより、野生型遺伝子をGUS (GFP) 融合遺伝子に置換し、野生型プロモーターを利用してGUS (GFP) 融合遺伝子を発現させることができる。 解析したい遺伝子の5’側にGFPをつなぐのは、発現ベクターにゲノムDNAを3カ所クローニングしなければならず、解析する遺伝子の3’側にGFPを連結するのに比べて手間がかかる。図1のb)を参照。ゲノムDNA断片（cDNA断片）のクローニングの順番はクローニングに使用する制限酵素部位の有無を参考に決める。

＜手順＞

発現ベクターpHIZ3 

1. 解析したい遺伝子のスタートコドンより上流にあるゲノムDNA領域をPCRで増幅する。通常はプロモーター領域からスタートコドンの直前までの5’UTR領域を増幅する。増幅する断片長は1kb以上が望ましい。プライマーにはpHIZ3のGFPよりも5’にある制限酵素部位を付加しておく。

2. 増幅したDNA断片をpHIZ3のGFPの5’側にクローニングする。シーケンスで配列確認する。

3. GFPの末端にあるSalI-ClaIを利用して解析する遺伝子のスタートからストップコドンまでのゲノムDNA断片またはcDNA断片をPCR増幅する。このときスタートコドン側にはSalIを、ストップコドン側にはClaIを付加するようにプライマーを設計する。スタートコドン側のSalIは解析する遺伝子とpHIS3のGFPとがin-frameになるように配置する。

4. 増幅した断片をsGFPのSalI-ClaIにクローニングする。シーケンスで配列を確認する。

5. 発現ベクターの薬剤耐性マーカー側にクローニングするゲノム断片をPCR増幅する。ゲノム断片は終止コドンの下流の領域（1 kb以上が望ましい）を増幅するプライマーセットを作成する。プライマーには発現ベクターの３’マルチクローニング部位にある制限酵素部位を付加しておく。

＊注）プライマーに付加する制限酵素部位は、クローニングするゲノムDNA、cDNA断片（GUS側と薬剤耐性側の断片）の内部を切断しないようなものを選ぶこと。

6. 増幅したDNA断片を5で作った発現ベクターの耐性マーカー側にクローニングする。シーケンスを行い、挿入したDNA断片の向きが正しいこと、PCRエラーがないことを確認する。

7. 発現コンストラクトを大量調製する（QIAGEN high speed kitなどを用いると便利）。

8. pHIZ3の5’と3’のマルチクローニングサイトで発現コンストラクトの内部を切断しない制限酵素（通常はプライマーに仕込んだ制限酵素）で、発現コンストラクトとベクターを切り離す。フェノール抽出、エタノール沈殿で精製し、1 µg/µlの濃度になるようにTEに溶解する。

9. 制限酵素処理をしたDNA、10〜20 µgを用いてコケを形質転換する。
2.発現コンストラクトのターゲットの確認

発現コンストラクトを導入した形質転換体は、コンストラクトがターゲットした系統をPCRで選抜した後、ゲノムサザン解析により発現コンストラクトがシングルコピーでターゲットした系統を選ぶ。

i) PCR検定（下図を参照）
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1. 形質転換体のコロニーから簡易CTAB法などによりゲノムDNAを抽出する。

2. 導入した発現コンストラクトの内部のプライマー（primer B）とコンストラクトの外側のプライマー（primer A）でPCR検定を行い、期待されるサイズのバンドがでた系統を選ぶ（ターゲット系統の選抜）。

3. 導入した発現コンストラクトの内部のプライマー同士（primer B, C）でPCR検定、何も増幅しない系統を選ぶ（導入コンストラクトがタンデムリピートになっている系統を排除する）。

ii) サザン解析（下図参照）
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1. PCR検定で選抜された系統からCTAB法で高純度のゲノムDNAを抽出する。

2. 適当な制限酵素（Eco RI）を用いてゲノムDNAを切断し、メンブレンにブロットする。

3. 適当なプローブ（probe A）でハイブリダイゼーションを行う。さらに、レポーター遺伝子領域（probe B）をプローブとしたハイブリダイゼーションも行うべきである。これらの結果から、導入した発現コンストラクトがシングルコピーでターゲットしている系統を選ぶ。

3.GUSおよびGFPの観察。

観察すべき系統について、レポーター遺伝子がuidA遺伝子ではGUS染色を行う。GFP遺伝子ではそのままGFP蛍光を観察する。

12.2  遺伝子を破壊する

西山智明
ストラテジー
null変異体を確実に作るには、コード領域を完全に欠失させることが最も望ましい。コード領域を完全に除去せず単にマーカーを挿入した場合は残った部分配列が発現して部分的に機能する可能性や、dominant negative に働く可能性がある。また、現在使われている薬剤耐性マーカーカセットのカリフラワーモザイクウィルス35SポリA付加シグナルやnopaline synthaseポリA付加シグナルでは、ヒメツリガネゴケでは転写を完全には終結させずread throughする転写産物があると考えられている。しかしながら、コード領域を完全に欠失させておけば、部分的に機能したり、dominant negativeになって本来の機能とは別のことを阻害することはなく、null変異体になることが期待できる。 

遺伝子の重要な機能ドメインが予測できている場合には、その重要な機能ドメインを欠失させることでも目的を果たせると期待される場合もある。 

[image: image20.wmf] INCLUDEPICTURE  \d "http://www.nibb.ac.jp/~tomoaki/protocols/strategy-ideal" \* MERGEFORMATINET 
コード領域を完全に欠失させるためには、相同組換えに用いる配列をコード領域の5’、3’両方の隣接領域を1kb以上単離しておくことが望ましい。これには、cDNAの非翻訳領域に対応するゲノム配列だけでは不十分な場合があるが、そのような場合にはTAIL-PCR等によってあらかじめ隣接領域を単離しておくことが望ましい。
[image: image21.wmf] INCLUDEPICTURE  \d "http://www.nibb.ac.jp/~tomoaki/protocols/strategy-sequence-isolation" \* MERGEFORMATINET 
プライマーの設計
ターゲティングに用いる相同領域が決まったら、その相同領域を増幅するプライマーと、ターゲティングしたかどうかの確認のためさらに遺伝子の外側にあたる領域にもプライマーを設計する。 

[image: image22.wmf] INCLUDEPICTURE  \d "http://www.nibb.ac.jp/~tomoaki/protocols/strategy-primer-design" \* MERGEFORMATINET 
ターゲティングベクターの構築
薬剤耐性マーカーの5’側と3’側に標的遺伝子の5’, 3’隣接領域をクローニングする。G418で選抜する場合はpTN182、ハイグロマイシン耐性で選抜する場合はpTN186のEcoRVとSmaIサイトに順次、ヒメツリガネゴケのゲノムDNAからKOD plus DNA polymerase等の平滑末端の増幅産物をつくる耐熱性DNAポリメラーゼで増幅した断片を直接クローニングするのが簡便である。 

[image: image23.wmf] INCLUDEPICTURE  \d "http://www.nibb.ac.jp/~tomoaki/protocols/strategy-subcloning" \* MERGEFORMATINET 
形質転換と破壊確認
制限酵素で完全消化し、直鎖化したターゲティングベクターを用いてヒメツリガネゴケを形質転換する。形質転換に用いるプラスミドDNAの量は、Qiagen Highspeed Plasmid Midi kitによって抽出したプラスミドDNAを制限酵素消化後に吸光度を測定し定量した値で5～10μgを用いる。 

[image: image24.wmf] INCLUDEPICTURE  \d "http://www.nibb.ac.jp/~tomoaki/protocols/strategy-recombination" \* MERGEFORMATINET 
得られた安定形質転換体から、ゲノムDNAを簡便な方法で抽出してPCRによってターゲティングしているか、タンデムに複数コピーが挿入されていないかを調べる。5'側の組換えの確認はコンストラクトより5'側のゲノムにアニールするプライマーと選択マーカーカセットの3'側のプライマーで確認する。3'側の組換えは、選択マーカーカセットの5'側のプライマーとゲノム配列のコンストラクトより3'側のプライマーで行う。タンデムな組み込みを確認するためには、選択マーカーの両側のプライマーを用いる。 

[image: image25.wmf] INCLUDEPICTURE  \d "http://www.nibb.ac.jp/~tomoaki/protocols/strategy-PCR-check" \* MERGEFORMATINET 
ターゲンテシングしていてかつ複数コピーの挿入が無いと推定された系統について、高品質なゲノムDNAを抽出し、サザンハイブリダイゼーションによって目的通りの組換えが起きたこと、予期しない挿入が無いことを確認する。 

12.3  構成的に過剰発現する

藤田知道

過剰発現を行いたい遺伝子のcDNA をイネアクチンプロモーター あるいはプロモーターE7133支配下に置いたコンストラクトを作成し、ヒメツリガネゴケに形質転換する。cDNAは、少なくともORFを完全に持つことが必要である。既知の遺伝子座にターゲティング法により目的cDNAを組み込んで過剰発現させる場合、cDNA配列がゲノム中の相同配列と組換えをおこさないように、コンストラクトの両側にターゲットサイトとなるゲノムDNAを持たせておく。このゲノムDNAは、遺伝子破壊を行っても表現型の変化が見られないPpMADS2遺伝子またはPphb7遺伝子を用いている。Pphb7遺伝子（従来PpHB9と呼んでいたものを改名した）は破壊するとリゾイドの分化に異常が見られることがわかった(Sakakibara et al. 2003)。Pphb7サイトを用いるときにはこのことに注意が必要である。PpMADS2, Pphb7以外のターゲット部位として213遺伝子座（Schaefer et al. 1997）を使用している。PpMADS2および213遺伝子座の破壊による顕著な形態変化は今のところ見られていない。

我々のラボでのいくつかの実験から、これらの過剰発現プロモーターを用いたときにpost transcriptional gene silencingがおきているのではないかと思われる場合のあることがわかった。これらのプロモーターを使うときにはノザンなどで発現を確認するか、導入遺伝子にGFPをつなげて確かに遺伝子が過剰発現しているかをチェックする方が良い。特にアクチンプロモーターを用いた場合、原糸体での発現はE7133よりも強いと思われるが、茎葉体で発現が見られなくなっている場合が見られる。同様にE7133プロモーターにおいても茎葉体での発現が見られなくなることがあるがその頻度はアクチンプロモーターを用いた場合よりも低いようだ。生活史を通しての過剰発現を試みる場合、今の所アクチンプロモーターよりもE7133プロモーターを我々は使っている。しかし、よりよいプロモーターを見つける必要があると考えている。

E7133プロモーター：改変35Sプロモーター。7個のCaMV35Sといくつかのエンハンサーエレメントを持つキメラプロモーター。農林水産省農業生物資源研究所大橋祐子先生のご厚意によりご分与いただいた。ヒメツリガネゴケで通常のCaMV35Sと比べて約90倍強く発現誘導される。従来過剰発現プロモーターとしてこのプロモーターを用いてきたが、形質転換体を作成する過程で、プロモーターの一部分が脱落しやすいことがわかり、現在はイネアクチンプロモーターと併用して用いている。

Mitsuhara et al. (1996), Plant Cell Physiol. 37: 49-59.

イネアクチンプロモーター：ヒメツリガネゴケ原糸体でE7133プロモーターの数十倍強く発現する。Zhang et al. (1991), Plant Cell, 3:1155-1165.

過剰発現実験用コンストラクトの作成

準備

下図 のプラスミドいずれかをベクターとして用いる。これらのプラスミドは分与可能である（Appendix 3　分与可能なプラスミドなど）。

過剰発現を行いたい遺伝子のcDNA断片を用意する。
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方法

1. ベクターはSmaI で切断し脱リン酸化処理する。

2. 10 ng ベクターDNAと3倍モルのcDNA断片をもちいてライゲーション反応を行う 。我々はTAKARA Ligation kit ver. 2を用いて、4 µl 反応液中で16℃、1時間静置している。

3. XL10-Goldコンピテントセル を用いて形質転換する。10＾8のcompetency を持つセルを用いた場合、得られるコロニーは200-300個程度。以降、培養は全て30℃でおこなう 。寒天培地、液体培地とも、約24時間培養する。37˚Cで培養すると、プラスミドに欠失が生じ、短い断片を持ったプラスミドばかりが得られるようになるので、必ず30℃で培養すること。

4. 得られたコロニーについて以下の5通りの組み合わせのプライマーを用いてコロニーPCR を行い、目的のクローンを選択する。PCR反応は98℃と68℃の2step PCRで行う。反応時間は、用いる耐熱性酵素の種類と増幅される断片の長さによって決定する。

cDNA 3’側プライマーとcDNA 5’側プライマー

PpMADS2- 5’側 プライマー（pPpHB9 7133ベクターを用いた場合はPHB9-5’側プライマー） とcDNA 5’側プライマー

PpMADS2- 5’側 プライマー（ pPpHB9 7133ベクターを用いた場合はPHB9-3’側プライマー）とcDNA 3’側 プライマー

PpMADS2-3’側 プライマーとcDNA 5’側プライマー

PpMADS2-3’側プライマーとcDNA 3’側プライマー

通常用いているプライマーの配列は以下の通り

PpMADS2- 5’側 プライマー：AGT GGA TTG TAG GGA TGG TCC AGC GAG C

PpMADS2-3’側 プライマー：TGA AAA ATC TCC GGC ACT CCA CGC CAA C

PHB9-5’側プライマー（PHB9-52)：GG AAA GGG GAG GGA AGG GTG TAA

PHB9-3’側プライマー(PHB9-32)：TC AGG GAC GCA CAA CAG CGA CAA

これらのPCRによって、挿入されたcDNA断片の方向の確認と、目的の長さを持つクローン の選択を行う。30℃で培養しても、truncateされて短くなった断片が得られることがあるので注意。

5. 目的のプラスミドDNAを回収した後、制限酵素処理 によって直鎖化してコケ形質転換に用いる。NotIを用いるとゲノム断片の両端を切断することができる。

コメント

形質転換後の培養を30℃で行うことが必要である。37℃で培養を行った場合、コロニーが得られないか、得られてもプラスミドがtruncateされていることが多い。

液体培地に添加するアンピシリンは新しいことが必要である（4℃で1ヶ月以内）。力価が下がると得られるプラスミドDNAがtruncateされて少なくなる。

以下も分与可能な過剰発現用ベクターである。 
１）PpMADS2 target, rice Actin promoter
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２）Pphb7 target, rice actin promoter (NotIで、直鎖状にしてから形質転換する)
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13.  表現型を解析する

13.1  細胞・コロニーの形態比較

日渡祐二
遺伝子破壊株等の細胞、コロニーの形態を観察する場合、コントロール（野生型、実験目的にあった適当な系統など）を必ず用意して、コントロールの形態と比較しながら、調べる株のコロニーを観察する。これは湿度や光などの培養条件がわずかに異なるだけでコロニーの形態が変化してしまうためである。再現性のよいデータをとるためには、温度や光、時間などの諸条件を常に一定にする（そのためにはコケを培養する場所を決めておくのがよい）。通常は以下のように培養している。

１．野生型、遺伝子破壊株等の調べたい株（以下、破壊株と記す）をそれぞれBCDATGに植え継ぎ、5〜7日間培養する。慎重を期す場合には、培養した原糸体をさらにBCDATGに植え継ぎ、5〜7日間培養する。この継代培養によって、かなり均一な原糸体を得ることができる。この前培養の段階で、野生型と破壊株の生理的状態をできるだけそろえることが重要である。

２．野生型、および破壊株の原糸体の一部をピンセットで、BCDATG、BCDAT、BCDに移植する。この時、野生型と破壊株の間で、移植する原糸体の量に差がないようにする。実体顕微鏡下で移植するとよいかもしれない。また、野生型と破壊株を同じプレート内に移植する。コロニー間の距離が近すぎると互いの成長に影響し合うことがあるため、同じプレートに一度にたくさんの系統を移植せず、移植する位置はすべての株で等間隔になるようにする（下図参考、WTは野生型、d1からd5は遺伝子破壊株の各系統を示す）。
[image: image29.png]



３．連続明期または一定の光条件下、25℃で培養し、適当な間隔で細胞やコロニーを観察する（例えば、３、５、７、１４，２１日）。

 

注意

プロトプラストを用いた形質転換では、ある頻度で倍数体が生じる。倍数化した系統ではコロニーの形態が野生型と異なるので注意が必要である。カウロネマ様原糸体が優先し、茎葉体が形成しにくくなる。形成した茎葉体は正常な形態を示さず、全体的にねじれた形態を示す。次ぎに示す系統は２倍体の株である。
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13.2  原糸体の分裂速度を調べる

日渡祐二
原糸体の分裂速度を調べるには、

1） プロトプラストの再生するときの細胞数を数える。

2） 原糸体頂端細胞をタイムラプス観察し、細胞の倍加時間を直接計測する。

などの方法がある。

以下には、比較的簡便に調べることができるプロトプラストを使った方法を示す。

方法

1. 形質転換と同様の手順でプロトプラストを調製する。

2. 1.6 x 10^6 cell /mm3となるようにMMMの変わりに8%マンニトールを加える。
3. そこに4 mlのPRM/Tを加え懸濁し、2枚のPRM/Bに2 mlずつ分注する。

4. ガラスシャーレ（オートクレーブ滅菌済）でふたをして、偏光板下で培養する。

5. 培養後1,3,5,7,14日目に再生している原糸体をトップアガーごとメスで切り出し、スライドガラスにマウントする。この時、カルコフロー染色液で封入し、細胞壁を染める。

6. UV観察し、再生している原糸体細胞塊あたりの細胞数を数える。
13.3  光応答解析

佐藤良勝
光は植物の発生過程において最も重要な環境刺激の一つと考えられる。

これまでにヒメツリガネゴケでは、

A）プロトプラストの再生

B）屈性・葉緑体光定位運動
C）原糸体の分枝
などが報告されている。詳細な解析に関しては、下記の文献を参照して頂き、ここでは、ごく簡単にどのような現象が見られているかを記載する。

A）プロトプラストの再生

プロトプラストの再生は、15 Wm-2 の白色光で誘導されるが、再生時の第一分裂の誘導には、青色光や遠赤色光よりも赤色光が有効であると報告されている1)。

B）光屈性・葉緑体運動

光屈性

ヒメツリガネゴケの原糸体は、赤色光（約0.5 Wm-2）を横から照射すると、ほとんど分枝をすることなく光の入射方向に向かって伸長する2）。

葉緑体運動

赤色光で培養した原糸体の基部の細胞では、葉緑体ひとつひとつの運動を詳細に観察できる。葉緑体光定位運動は、赤色光・青色光ともに有効であり、それぞれ異なる光受容体に制御される2)。

葉緑体の運動機構の解析は、アガーゼラチン薄層フィルム法*1を用いて細胞骨格阻害剤処理を行い、阻害剤微小管・アクチン繊維の両方を利用できることが分かっている3),4)。

C）原糸体の分枝

約一週間赤色光（約0.5 Wm-2）を横から照射し分枝の無い原糸体を伸長させ、次に、再び光照射を行うと分枝を誘導できる5)。
最後に光反応を解析する際の注意点や技術面に関しては、文献6),7)を参照されたい。
文献

(1) Jenkins G.I., and Cove D.J.: Planta 157, 39-45

(2) Kadota A., Sato Y., Wada M.: Planta 210, 932-937 (2000)

(3) Sato Y. Wada M. and Kadota A.: J. Cell Sci. 114, 269-279 (2001)

(4) Imaizumi T., Kadota A., Hasebe M., and Wada M.: Plant Cell 14, 373-386 (2002)

(5) 佐藤良勝、門田明雄: 植物の光センシング pp156-160 秀潤社 (2001)

(6)井上康則：植物の光センシング　pp162-165秀潤社 (2001)
(7)門田明雄：植物の光センシング　pp166-170秀潤社 (2001)
13.4  原糸体カウロネマ細胞の屈地性の観察
藤田知道
１）準備

ショ糖（2%）やグルコース（0.5%）を添加したBCDAT寒天培地（適当なシャーレで作成する、こちらでは通常90 x 15 mmのシャーレを用いている）。暗箱。

２）方法

１．原糸体を糖入り培地（BCDATGなど）に移植する。明所で1〜2週間培養する。

２．コロニーが成長したら、シャーレを垂直に立てて暗箱に入れて培養する。シャーレ自体をアルミホイルで包み遮光して立ててもよい。この状態で1〜3週間培養する。

コメント：ヒメツリガネゴケやヒョウゲンゴケ（Funaria hygrometrica）、ヤノウエノアカゴケ（Ceratadon purpureus）などでは、暗所で培養すると原糸体の負の重力屈性を容易に検出できる。暗所で原糸体を生育させるために原糸体が常に培地に接するようにして培養するが、逆に本法を使うことにより原糸体の暗培養も可能である。

下図は25℃、10日間明所で前培養後、シャーレを垂直に立てて25℃、21日間暗培養したもの。
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14  完全長cDNAライブラリーおよび ESTデータ

藤田知道・西山智明
１．無処理、オーキシン処理、サイトカイニン処理の原糸体由来の完全長cDNAライブラリー

無処理ライブラリー：継代培養している原糸体をポリトロンで破砕後BCDATGプレート、連続光で13から14日培養した原糸体と初期の茎葉体を含む組織からmRNAを調整した。このライブラリー由来のものをpphクローンと読んでいる。

オーキシン処理ライブラリー：継代培養している原糸体をポリトロンで破砕後1uM NAA/BCDプレート、連続光で8から11日間培養したカウロネマ様細胞に富んだ原糸体より作成した。このライブラリー由来のものをpphnクローンと読んでいる。

サイトカイニン処理ライブラリー：継代培養している原糸体をポリトロンで破砕後0.5 uM BA/BCDプレート、連続光で8から13日間培養したバッド様細胞に富んだ原糸体より作成した。このライブラリー由来のものをpphbクローンと読んでいる。

オーキシン処理およびサイトカイニン処理ライブラリーについては、クローンの重複度を下げるため１度ハイブリダイゼーション法にもとづいた均一化処理を行った。

後述するEST解析によりこれら３種類のライブラリー由来のクローンの９０％以上が、完全なコーディング領域をもつものと推測された。遺伝子産物の機能解析に有用なリソースとして役立ってほしい。

完全長cDNAクローンは、下図のベクターにクローニングされている。ベクターのバックボーンは、pBluescriptIIであり、アンピシリンで選択できる。
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2．EST およびPHYSCObase、およびその使い方

３種類の完全長cDNAライブラリーから各クローンを無作為に選び５'側および3'側の塩基配列を決定した。それぞれのライブラリーから２万ないし３万以上のESTを得、合計８万以上のESTを収集し公開した。得られたESTおよび他のグループからの公開済みの配列をあわせるとヒメツリガネゴケからは１０万以上のEST配列が得られている。これらのEST解析から少なくとも１万５千種類以上の遺伝子が同定できた。維管束植物のモデルであるシロイヌナズナの全遺伝子との比較によりヒメツリガネゴケの遺伝子セットは、全体として維管束植物のセットと似ていることがわかった。しかし、一部維管束植物には存在せず、むしろ菌類や後生動物由来の遺伝子により類似した遺伝子を有していることもわかった。これら遺伝子は、陸上植物の中では、セン類に特徴的なものとして新規な機能遺伝子の発見に結びつく可能性がありmoss-transcripts-absent-in -vascular-plants (MST)と名付けた。 

得られたEST配列、類似性検索の結果および類似遺伝子が由来する生物、また、ヒメツリガネゴケ全配列に対するBLASTサーチ、contigの配列、同一クローン由来の5'ESTと3'ESTを連結させてペアー化した塩基配列などを閲覧できるPHYSCObaseを作成した (http://moss.nibb.ac.jp/)。PHYSCObaseは、我々が作成した遺伝子トラップラインの発現解析や一過的過剰発現による機能解析の結果とリンクさせて公開していく予定である。

Reference

T. Nishiyama, T. Fujita, T. Shin-I, M. Seki, H. Nishide, I. Uchiyama, A. Kamiya, P. Carninci, Y. Hayashizaki, K. Shinozaki, Y. Kohara, M. Hasebe, Comparative genomics of the Physcomitrella gametophytic transcriptome and Arabidopsis genome: implication for the land plant evolution. PNAS.100, 8007-8012 (2003)

以下、PHYSCObaseの使い方を示している。
How to use PHYSCObase　　　

[Tomoaki NISHIYAMA　　Last modified: Tue Aug 5 22:18:01 JST 2003 ]

Blast datasets and programs
The most usual way to use PHYSCObase would be searching EST and full-length cDNA clones with blast program. We provide two datasets for blast search. 

PHYSCObase contigs

This dataset containes all the assembled sequences. This dataset has reduced redundancy but should contain all the sequence information. Since longer match can be detected with contig sequence, this dataset should have higher sensitivity. This is the default dataset. 

PHYSCObase clones

This dataset contains sequence data from every clone and genbank entries. This dataset may be used when you are looking for clone with some minute difference that may be hidden in the assembling presses. More time is needed to search this dataset.

Both database contain nucleotide sequences and three variation of blast program can be used; namely, blastn, tbastn, and tblastx. If you are searching for protein coding sequences, tblastn is recommended. In this case, you enter the amino acid sequence for query. You may use blastn search when you want to know if some genomic or cDNA sequence have corresponding EST. Blastn will be also useful when you have sequenced 3' RACE products and want to know if full-length clones are available. 

Interpretation of the blast results
After blast search, you may find some contigs, clones, and genbank entries. A contig has a form ContigNNNNNN, where N is a digit. An entry in a form pphM[a-p]NN is the 5' sequence of a clone from non treated library, where M is a number no more than 50, [a-o] is one alphabet in a range of a through p, NN is a number 01 to 24. rpphM[a-p]NN is 3' sequence of a clone from non treated library. Likewise pphnM[a-o]NN is a 5' sequence of a clone from NAA treated library, and pphbM[a-p]NN is a 5' sequence of a clone from BA treated library. The 3' sequences of these clones are labelled with preceding r. MSNNN, where NNN is a number, is 5' sequence from a clone from non treated library. No 3' sequences are available for these clones. MSNNN clones are not currently deposited to RIKEN BRC. Sequences taken from genbank are labeled gb:[accesion no.]. 

An example tblastn result can be seen as cuc2-blast.html. CUC2 amino acid sequence was used as a query. A description list of the hit is as following. 

                                                                   Score     E

Sequences producing significant alignments:                        (bits)  Value

gnl|contig|Contig3017  Contig3017                                 162  1e-40

gnl|contig|pphn33o16  pphn33o16                                   128  2e-30

gnl|contig|pphb14p21  pphb14p21                                    57  5e-09

gnl|contig|Contig3604  Contig3604                                  46  1e-05

gnl|contig|pphb2h16  pphb2h16                                      30  1.1

gnl|contig|Contig3526  Contig3526                                  28  2.4

gnl|contig|Contig12137  Contig12137                                27  5.3

gnl|contig|Contig7880  Contig7880                                  27  6.9

gnl|contig|pphn35f03  pphn35f03                                    27  9.0

gnl|contig|Contig3272  Contig3272                                  27  9.0

You see two contigs and two 5' end sequences hit with E values less than 1e-3 and four contigs and two 5' end sequences hit with E values above 1. The similarity with E value above 1 usually happen just by chance. If a strong similarity in a short region is observed, the match may be meaningful despite large E value. Such infomation can be read from the alignment. The alignment are shwon following the list of significant matches. You can jump to the corresponding alignment by clicking the score, which is left to the E value and usually displayed blue and underlined. In this case, I consider only the four sequences with E value less than 1e-3 to have significant similarity. 

Finding the information associated to the sequence
Once you find contigs or clones, you will see what clones the contig contains and the sequences of those clones from the other end. To do this you enther the contig number or clone name in the search box on the top page http://moss.nibb.ac.jp/. This will search for matches in a table which contains clone name, putative transcript id, 5' contig number, and 3' contig number. If your query was a clone name, you will get just one line containing the clone name, putative transcript id, the identification number of contig to which the 5' sequence of the clone belongs (preceded by contig1), and the identification number of the contig to which the 3' sequence of the clone belongs (preceded with contig2). 

A putative transcipt id is in the form of Pnnnnnn, where n represent a digit, and identifies a pair of contigs or a contig. When 5' and 3' seqnece of a clone belonged to a different contig, the two contigs are considered to represent 5' and 3' end sequences of a single transcript. When both end sequences are contained in a contig, the contig likely constitute itself a putative transcript. Inconsistency among clones nessesitated to use a bit more complex rule. When some clone ties contigA (5') and contigB (3') but another clone ties contigC (5') and contigB (3'), we treated them as different putative transcripts. When yet another clone have both sequences in contigB, we cannot specify which transcript it belongs and assign a new putative transcript id. 

For example you enter Contig3017 to search for clones which has either end sequence in Contig3017. This will return a list as following. Only the first two lines are shown here, but you can see the complete page in another window. 

pphb13d01
P007036
contig1 003017


pphb14e10
P007036
contig1 003017
contig2 003018


The putative transcript ID is linked to the putative transcript information page. A putative transcript page begins with links to blastx results with the conceptual putative transcript, 5' contig, and 3' contig; links to 5' and 3' contig information pages. The blastx result can tell you if your query is among the strong hit in nr dataset. In the case of P007036, the top hits are NAC proteins from arabidopsis and supports that P007036 represents a member of NAC family. The result is just like the original NCBI blast, but the taxon from which the gene was isolated are shown right to the E value. The taxon name is colored according to its phylogenetic position. Since the blast results are precalculated and stored, it is much faster to see the result than performing actual blast search. On the other hand, if you want to know the result with latest databse, retrieve the sequence of both contigs and perform the blast search elsewhere; for example, at NCBI. 

Then a list of clones, produced in our EST project, belonging to the putative transcript follows. The list of clones contains the clone name, link to their sequences (Seq.), and description of the best hit sequence in a blastx search agaist the nr dataset. Note: The complete blastx results by individual clone sequences agains nr dataset are currently unavailable. 

Finally Alignment section contains a brief overview of relative position of clones belonging to both contigs. In the Alignment section, clones that has both end sequences in the contig defining the putative transcript are shown first, from the longest clone to the shortest clone. The relative length are estimated by the start point and end point in the 5' and 3' contigs respectively. Then clones with only one end belonging to the contig. 

The clone name are linked to a search program, so that you can find the putative transcript the clone belongs when only one end of the clone was in one of the contigs. 5' sequneces are colored blue and 3' sequences are colored red. Dead clones which did not grow on replica plates are black and badly growing clones are gray. Genbank entries are shown green and linked to the entry. 

------------------------------------------------------------------------

15 利用可能なプラスミド

1） 遺伝子破壊ベクター
	Name
	marker
	comment
	ref

	pTN3
	nptII
	G418 resistant cassette
	

	pTN80
	nptII
	Modified nptII cassette
	

	pTN81
	nptII
	Modified nptII cassette
	

	pTN82
	nptII
	Floxed modified nptII cassette
	

	pTN182
	NPTII
	Floxed modified nptII cassette, MCS variant
	

	pTN86
	aph4
	Floxed modified aph4 cassette
	

	pTN186
	aph4
	Floxed modified aph4 cassette, MCS varinat
	

	pHIS14
	aph4
	Hygromycin resistant cassette
	

	p35S-Zeo
	Ble
	Zeocin resistant cassette
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Plasmid name: pHIZ2

Plasmid size: 600k

Constructed by: Yuj Hiwatashi

Construction date: 2 Nov., 2002

Comment&Reference: mGFP (start codon: ATG->TTG) expression vector,
z60¢in resistant, pBluescriptkSIl
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2） GUS（GFP）発現ベクター
	Name
	reporter
	marker
	comment
	ref

	pGUSmutNPTII
	uidA
	nptII
	GUS (M1L)、遺伝子のC末側にGUSが融合
	

	pTN83
	uidA
	nptII
	Modified nptII cassette、遺伝子のC末側にGUSが融合
	

	pTN84
	uidA
	nptII
	Floxed modified nptII cassette、遺伝子のC末側にGUSが融合
	

	pTN85
	uidA
	nptII
	GUS (M1L), Floxed modified nptII cassette、遺伝子のC末側にGUSが融合
	

	pGFPmutNPTII
	gfp
	nptII
	GFP(M1L)、遺伝子のC末側にGFPが融合
	

	pYHG2
	gfp
	aph4
	GFP(M1L)、遺伝子のC末側にGFPが融合
	

	plinkerYHG2
	gfp
	aph4
	GFP(M1L), linker sequence just before GFP 、遺伝子のC末側にGFPが融合
	

	pHIZ2
	gfp
	Ble
	GFP(M1L)、遺伝子のC末側にGFPが融合
	

	pHIZ3
	gfp
	ble
	遺伝子のN末側にGFPが融合
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3） 過剰発現ベクター
	Name
	Promoter
	marker
	comment
	ref

	pPpMAD2 7133
	E7133
	nptII
	PpMAD2 (platform)、12.3項参照
	

	pPpMAD2 7133 rev
	E7133
	nptII
	PpMAD2 (platform)、12.3項参照
	

	pPphb7 7133
	E7133
	nptII
	Pphb7 (platform)、12.3項参照
	

	pPphb7 7133 rev
	E7133
	nptII
	Pphb7 (platform)、12.3項参照
	

	pTFH9119
	Actin
	nptII
	PpMAD2 (platform)、12.3項参照
	

	pPpMAD2 Actin rev
	Actin
	nptII
	PpMAD2 (platform)、12.3項参照
	

	pTFH15.3
	Actin
	nptII
	Pphb7 (platform)、12.3項参照
	

	pTFH22.4
	Actin
	nptII, GFP
	11.2項参照
	

	pTKM1
	Actin
	None
	11.1項を参照
	

	pActC-GFP/YH30
	Actin
	nptII, GFP
	タンパク質C末にGFP融合
	

	pActN-GFP
	Actin
	nptII, GFP
	タンパク質N末にGFP融合
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4） RNAiベクター

	Name
	promoter
	Marker
	comment
	ref

	pPI1
	CaMV 35S
	None
	Gatewayシステム、11.1項を参照
	

	pUGW80-8
	CaMV 35S
	None
	pPI1のAtGPA1イントロンがPpPIN1イントロンに変更
	


5） その他

ここを切る
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CLSM使用のコツ


１）レーザー光は控えめにする：　ピンホール式のCLSMで使われるレーザー光は非常に強力なので、試料の退色が起こりやすい。退色を起こした試料はコントラストの低下や、最悪の場合シグナルの消失を招く。退色を防ぐためにはレーザーの出力をなるべく抑える（特に予備スキャン時）ことが重要。


2）オーバーコントラストは禁物：　画像を記録する際にはもっとも輝度の大きい部分（明るいところ）が明るすぎてつぶれていないか注意する（写真用語で”白飛び”という）。デジタル画像は収得後にコントラストを調節することが可能だが、高すぎるコントラストのため失った情報を復活させることはできない。実際には、観察と関係ない部分の白飛びはあっても良いので、予備スキャンの像を観察しつつレーザーや検出器などの条件を設定することになる。


3) 励起する色素の励起波長、蛍光の波長を理解しよう：　今回は細胞構造全体の観察だが、共焦点顕微鏡観察の多くは組織を特異的な色素や蛍光タンパク質で標識し、その局在を調べる目的で用いられる。その場合、標識分子に由来する蛍光のみを効率よく検出し、その他に由来する蛍光を検出しない条件を設定する必要がある。はじめての試料の場合、標識分子の励起スペクトルと蛍光スペクトルを入手して試料由来の蛍光（脱色しない組織の場合、クロロフィルなど）と比較し、励起するレーザーと検出波長を決定する。蛍光色素による染色の場合（できれば蛍光タンパク質の場合でも）、試料由来の蛍光を考慮して標識する蛍光色素を決める。








（参考）組織の形状と切る方向（組織に平行か、輪切りか）、切片作製前の観察の必要性で鋳型の形を決める。組織が細長く、寝かせたまま水平に切れば良い場合にはカプセル状の鋳型を使う。細長い組織を輪切りにしたい場合、切片作製前に組織を顕微鏡観察したい場合には板状の鋳型に流し込む。
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（参考）グリッドの種類


グリッドには中央に一つ大きな穴のあいたもの（スロットグリッド）と全体が網目になったもの（メッシュ）がある。スロットグリッドは切片全体が観察できる反面、ホルムバール膜を破りやすい欠点がある。メッシュは切片の一部が網目の上に乗って観察できない反面、ホルムバールが破れにくく、観察時の切片の移動（ドリフト）も起こりにくい。用途によって使い分けると良い。
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（参考１）防水テープを使用してボートを作る方法の他に、ガラスナイフに装着して使うタイプの既製品のボートも売られている。


（参考２）本稿ではメッサータイプのガラス割り機の使用法を説明した。他に、ライヘルトタイプのガラス割り機があり、こちらは細長いガラスを使用する。
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・第一集束レンズの励磁電流を増加させると短焦点レンズとなるため、スポット径と開き角が小さくなり、干渉性が良くなって高分解能観察を容易にする。


・第ニ集束レンズは励磁電流を連続的に変化させることにより試料面上の照射面積を変えて明るさを調節する。


・集束レンズ可動絞りは軸に近い電子線以外を遮蔽し干渉性を良くすると共に、照射量を制限して明るさの調整と試料損傷の軽減を行う。


・対物レンズは試料を最初に拡大し焦点合わせを行う。このレンズの球面収差、回折収差、非点収差、および色収差が分解能に影響を与える。


・投射レンズは像を数十万倍まで拡大する。
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