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技術論文

遺伝子診断教育のための簡便な耳垢型遺伝子多型解析法

遺伝子解析研究の進歩とともに将来が期待される遺伝子診断の分野を高校・大学生に正しく理解させるた

めに遺伝子診断実験の教材化の検討を行った.日本人ルーツ探訪のバイオマーカーとして話題の耳垢型

(ABcclb 遺伝子の一塩基多型の遺伝子診断を行うこととした.生体試料は,個人情報保護の観点と非侵襲

的なサンプリング方法である頭髪の毛根部を利用したPCR、NLP (P01沖剖a託 Ch挺n Readion・R郡廿kⅡon

F稔gm印tL即gthpolym0中hi.m)法を検討した.毛根部をダイレクトに PCR反応液に挿入し, DNA抽出を
行わない上,特殊な機器も使用しない.実験時間の長さや実験機材の観点から一般的な高校の実験室での実

施可能な有意義な教材であることが示唆された
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近年,分子生物学が急速に発展し,遺伝子増幅装置(サ

ーマルサイクラー),塩基配列解析装置や関連試薬等の汎

用化,低価格化により一般の研究室でも比較的簡単に遺伝

子に関連した実験を行うことが可能になった.これら分子

生物学的手法を応用して,今日ではあらゆる生命科学分野

で遺伝子解析が適用されるようになってきた.遺伝子は生

物に共通した遺伝情報であり,その研究分野は幅広く,生

物学並びに微生物学的研究をはじめとして,現在,遺伝子

解析研究は医療や法医学,考古学,農学など様々な分野で

行われ,遺伝子が関係した病気の診断や治療といった医学

的研究等々に応用展開されている.特に,近年,一般市民

の期待の高まっている分野,が遺伝子診断であるが,遺伝ヘ

の知識不足から遺伝子差別,治療ヘの過剰な期待などの誤

解を招くことがある.その理由の一端として,中等教育に

おいて「遺伝」についての学習が十分ではなく,ゲノム科

学の基礎が理解されていないことがあげられる.その解決

策として,中・高等教育の場で遺伝子診断を正しく理解さ

せる機会,すなわち実際に遺伝子診断実験を体験すること

は大変有意義なことだと考える.特に,ヒトゲノムは多面

的な生物学的意義を発見するための興味深くかつ首尾一貫

した枠組みを持ったヒト遺伝子診断実習を提供することが

できる

遺伝子診断実験を教材化する場合,いくつかの問題が生

じる.まず,第一に,どの造伝子を夕ーゲットにするかと

いうことである'教育の場で行う実験であるから,病気に

直結するような遺伝子は好ましく無い.また,現時点では

機能不明な遺伝子を夕ーゲットとする遺伝子解析は,結果
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から具体的なことが示されないので興味がそがれる.第二

に,遺伝構報は「究極の個人情報」とも言われるように,

その取り扱いは慎重を期さねばならない.特に生徒自身が

被験者となる場合は細心の注意が必要である.第三に安全

性の問題がある.実験操作自体に危険はないか,鋳型DNA

の採取は安全に行えるか等を老慮しなくてはならない
あか

ヒトの耳垢型は,古くから知られていた 2つの形質をも

つ有名な遺伝形質で,外見からも非常に分かりゃすく,湿

型と乾型の区別が容易に判断できるために長い研究の歴史

がある.遺伝学的に,湿型が乾型に対して優性である.と

ころが,乾型は,日本では70~80%を占め,多数派であ

るが,ヨーロッパ人,アフり力人はほとんどが湿型であっ

て,乾型は,少数派である.乾型の頻度は,東北アジアを

中心に最も高く,南下あるいは,東西に向かって頻度が低

くなっている.日本人には湿型,乾型の両形質がそれなり

の頻度で存在していることから,しばしば話題にされ,人

類学的な興味をそそるものであるが,その決定遺伝子は不

明であった

新川詔夫(現北海道医療大学教授)らは,ある疾患の連

鎖解析の途中で,耳垢型を決定する遺伝子が16番染色体上

のABCCU遺伝子のDNA多型音酎立(538G>A,郡1782293D,

(郡ゞefsNPナンバー),に存在することを発見した山).そ

こで,百数十名の耳垢を実際に観察しながら耳垢型を決定

したところ,乾型全員がAA型(アデニンーアデニン型)

で,湿型がGG型(グァニンーグァニン型)又はGA型(グ

アニンーアデニン型)であり,湿型1人がAA型であった

この結果は,湿型1人のAA型を除いて,耳垢型が単一遺

伝子によって決定され,おそらく, 1人の祖先に由来する

ものであろうとする仮説に合致する.乾型耳垢型をもつヒ

トは全員,変化したAβCCUの対立遺伝子(アリル)を 2

個持つことで,起こることが確認された.乾型のAの周囲
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のDNA型も日本人においては,乾型の中では同一であっ

て,乾型が1人の祖先に由来するものであろうとする仮説

を強く支持した

この耳垢の湿型と乾型の区別は外見から非常に判り易く,

耳垢型A召CC11遺伝子の SNP (singkNudeotidopolymop

Ph玲m.)タイピング結果の遺伝子型(Genotyp.,アリルの
組み合わせ型)と表現形(ph印Owpe,湿型・乾型)の合

致は明瞭であり,本人に告知する必要は無く,遺イ云情報を

知ることにより不利益も被らない.以上の見地から,この

耳垢遺伝子を実習対象遺伝子とし,ヒトの遣伝子を扱うぅ

えで個人情報保護の重要性をより強く認識させることを重

視した指導を行う.生徒自身がサンプリングした毛根は,

シャッフりングして完全匿名化し,不特定の他人由来の試

料・を実験に用いることとした.なお,簡便さと安全性・非

侵襲性を配慮して毛根を生徒自身がサンプリングし, DNA

抽出を行わないダイレクトPCR法を開発した幻.この耳垢

型(AβCCU)遺伝子のSNPタイピング実験法は,高等学

校の実験室でも行え,サンプリングから遺伝子診断結果を

4時問以内に得られ,正確性の非常に高いPCR、NLP

(polymerase chain Reaction・Restriction Fragment Length

P01川0中hism)法を採用した.実験時問の長さ,実験機材
及び判定の正確性の点から,一般的な高校の実験室で実施

を目指した教材である事を確認、した.将来的に,耳垢型

AβCCU遺伝子を全国の生物Πを履修する高校生自身で遺

伝子診断し,そのデータが蓄積されれぱ,高校生自身によ

る「日本人のルーツを探る」というロマンのある研究に発

展するであろう'
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としない遺伝子増幅方法であること

4)実習はークラス 20名~和名で行い,時問的制約から

実験内容の解説も含め,半日約4時間程度で完結でき

る実験内容であること

5)大型,特殊な機器を使用しない簡便な実験であること

6)使用する試薬類は,安全かつ安価であること

上記の6点を踏まえ,実習に適した生体試料の選定,増

幅条件の検討及び遺伝子多型解析法を検討した

2・1 実験機器及び試薬

一連の実験に使用した器具及び機器:サーマルサイク

ラー(Appli.d Bi0釼Stom.製, Gonoknp pcRS郡tom 970ω,
マイクロピペッター(ニチリョー製, NPX、1000, NPX、200,

NPX、20, NPX、2),遠心器(WELTECCO,pomtion, E・CEN・

TNFUG霊),マイクロチューブ(1.5 mL BI0、BIK, 0.2 mL

Thdmo、Tube 綿gon.),グリセロール(いNく0),アガロ
ースゲル(AM旺SCO)

V01. 59 (201ω

多人数からなる生徒実習に遺伝子解析を採用する場合,

従来,主として次の点が障害になった.まず生体試料から

DNAを抽出してPCR法を適用することに困難が伴う点で

ある,現状では,検体から全DNAを抽出するためにフェ

ノール・クロロホルム抽出法又は市販の抽出キットなどを

採用している.しかし,これらの方法では,いずれも一連

の操作に 1日,一般的な抽出キットでも通常数時間を要

し,抽出した全DNAの後処理も必要になる.また液体窒

素や高速回転能力を有する遠心分雛器などが必要となり,

生徒実習における安全面や設備面及び時問的制約の中での

実施は困難が予想される.本研究ではこれらの問題点を踏

まえ,生徒実習に採用できる遺伝子多型解析実験及び実施

に伴う諸条件を検討した.検討するに当たり留意した点は

次の通りである

1)生体試料1采取から遺伝子多型解析に至る一連の実験が

できること

2)生徒実習であることから確実な結果が得られること

3)過剰な生体試料'は採取しないで, DNA抽出工程を必要

2実

2・2 PCR"N工P法を用いたSNP タイピングの原理

塩基配列に変異が起こっている部位が制限酵素認識部位

となる場合,制限酵素により切断したDNA断片の長さが

遺伝子型により変わることを利用した検出法である.本実

験の場合,PCRで遺伝子増幅した耳垢型AβCCU遺伝子の

SNPを含む音Ⅲ立は変異型アリルAの場合は制限酵素D心1

(東洋紡績製)により認識され切断される、野生型アリルG

の場合は切断されないので,酵素処理後のサンプルを電気

泳動すればSNPタイピングを行うことができる. NLPと

は RestriCⅡon F皿gment Length polymorphism :制限酵素
切断片長多型の略である.なお,本実験の場合SNPを含む

部位以外にも1箇所切断部位が存在するため,実際には変

異型アリルAは酵素反応により2箇所切断され,野生型ア

リルGは 1箇所切断される

験

2・3 実験材料と方法

2・3・1 対象あるボランティアファミリーに書面に

よる説明を行い,同意が得られた8名を対象として生体試

料・(毛髪,全血,唾液など)の提供を受け,遺伝子診断実

験を実施した.この研究説明(インフォームドコンセント)

並びに同意耳又得は本研究代表者が行った.なお,本研究は

武庫川女子大学倫理委員会の承認、を得て実施した

2・3・2 鋳型DNA毛根の採取生徒実習には,安全で

非侵襲的な鋳型DNAの採取方法を考慮して,毛根を採用

した.頭部より注意深く毛髪を抜き,毛根部分がついてい

ることを確認する.毛根を PCRチューブに,直接,挿入し

ても反応は出来るが,プレートヒータなどを使用して筒状

に加工したプラスチックフィルム製(特殊PET/PE,厚み

56μm)のチューブを利用した.毛根部を下にして毛髪を

」
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内装することにより保存が容易となり, PCR反応時にはプ

ラスチックチューブから取り出し, PCRチューブに直接差

し込み使用できるので非常に簡便である(Fig.1(A)参
照).また,長期保存も可能である(実績約 1年).

2・3・3 PCRによる耳垢型A召CC11遺伝子の増幅

1) DNAポリメラーゼ及びPCRプライマー

遺伝子増幅は,生体試料に含まれるPCR反応を阻害する

様々な物質に対して寛容なDNAポリメラーゼキットの

KODFX (東洋紡績製)を採用した. PCR、NLP法のプラ

イマーは,参考文献5)に記載されているプライマー配列

を使用した

Fig. 1 0utline of壮〕e Genowping Method for pcR-RFLp using a Human Hair Root

(A) presewation method ofa human hairroot.(B) procedure ofdirect pcR・RFLp method

⇔
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PCR、RFLP Nlethod
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D器Card】ng

F0真νard p"mer (ABCC11・NLP・F)

5'、TGCAAAGAGATTCC、_CCAGTT、3'

Reverse primer (ABCC11・NLP・R)

5'、AI、.GGTCTrc、.TTrTCIAGACAGC、3'

Electrophoresls

保った.サーマルサイクラーは GeneknppcRsystem

9700 を用いた

2・3・4 制限酵素処理及び電気泳動法による消化産物の

確認

1)制限酵素処理

PCR反応後の増1幅産物(326bp) 6μL に 10X H BU丘剖

2 μL, Dd'1(東洋紡績製) 0.25 μL,滅菌蒸留水①W) 11.75

μL を加え全量を 20μLの反応液とし,反応は G印eA,1,P

PCRsystem 9700 を使用し, 37てで 1時問インキュベート
した

2)消化産物の確認

消化産物 10 μL を EZ・visionBPB (AM郎SCO) 1 μL と

60%グリセロール 1μLを混合し, 3%アガロースゲルに

より10OVで約30分問の電気泳動を行った.泳動バッファ

ーは I × 1AE (Tris・acetate, EDTA)バッファーを使用した

泳弱Π妾のゲルは,直接,紫夕H泉トランスイルミネーター

(Bio・RadL.b0地tod郡)上で観察した

2) PCR反応

PCR反応は, DNAP01川aaseKODFXキツト(東洋紡績

製)を使用して行った. 2 X KODFxbuaけ7.5μL,デオキ

シヌクレオチド三りン酸(dNTPS) miXω北(2 mM oach)

1.5 μL, ABCC11・NLP・F (10μM) 0.6μL, ABCC11、NLP、R

(10 μM) 0'6 μL, KOD FX O.3 μL,滅菌蒸留水(DW) 4.5

μL を加え,反応液全量を 15μL とした.反応サイクルは,

予備加熱飾で 2分の後,変性98゜C I0秒,アニーリング

防で 30秒,伸長反応74で 30秒のサイクルを釦サイクル

行い,最後に74で 2分で伸長反応を完成させた後,16でに

3%アガロースゲル電気泳動を行ったところ,各遺伝子

型を明暸に区別することができた(Fig.2).レーン 1, 3, 4,

6 (被験者HK IY, AY, TYK)では, 146bp, 111bp, 69 bp

の 3本のバンドに切断され,そのうち 2本(146bp, 1Ⅱ bp)
が明瞭に見られるが,これは乾型アリル(A/A)が制限酵

素により切断されたものであると考えられる.この結果か

ら,これらの被験者はA/Aホモ接合型と判定することがで

きた.一方,湿型アリル(A/G)のレーン 2, 5,フ, 8 (被

3 結果と考察
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半ほど掛り,多少,実験操作も煩雑と感じられる.しかし

ながら,遺伝子診断を理解するうえで, DNAの増幅原理,

制限酵素反応,電気泳動(分子ふるい)など遺伝子研究の

基礎技術を学ぶ事が出来る.毛根からDNAの抽出精製を

行わないので,直接, PCR溶液チューブに挿入して反応を

進めることから,迅速・簡便・安価な遺伝子診断法であ

リ,鋳型DNAが固体である事からコンタミネーシヨンの

リスクは非常に軽減できた

G/A(、¥)

NAΦ) NA(D)

Fig. 2 (A) Electrophoresis Detection ofA召CC11 SNP
Genowping. Lane l, 3, 4, 6, 9 (positive controD,
ABCC11A/A a46 bp, 111 bp, 69 bp). Lane 2, 5,フ, 8,
ABCC11 G/A (215 bp, 146 bp, 111 bp, 69 bp).(B)
Family Genealogy. Genotype (phenowpe), Dry ear・
A/A (D), wetearW2×: G/A (W)Wax

山岡⑱⑱ G/A(、刃)

@@

4 ホロ

A/A(D)
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高等学校生物での教材化を前提に,"CCU遺伝子の造

伝子診断を高校の理科実験室で可能な事を前提にPCR・

NLP法で行ってみた.以下にPCR・N上P法について要約

した

1)遺伝子診断実験原理の理解.PCRの原理,制限酵素な

ど高校の範囲内で理解できる.

2)実験に必要な器具類.簡易遠心分籬器,サーマルサイ

クラー,電気泳動装置,紫外線トランスイルミネータ

デジタルカメラ(電気泳動画像の記録用).,

3)実験に必要な試薬類.PCR関連試薬とプライマー 2種

類及び制限酵素切断実験関連試薬など一般的なキット

を使用する

4)エチジウムブロマイド(EtB日など発がん性の危険性が

ある蛍光試薬を使用していない.毒性の無いEZ、V謹on

BPB を使用.

5)実験時間.PCR反応江時間半,酵素切断1時問,電

気泳動:30分,合計時問約3時問

6) SNP判定の正確性.制限酵素処理にきちんと時問をか

けれぱ非常に正確である

フ)遺伝子診断実習(PCR、NLP法)スケジュール

9.ooom~実習導入講義

10:ooam~毛髪採取及びPCR法による耳垢遺伝子

A召CCU の増幅

1上30.m~制限酵素による増幅遺伝子の切断

0:oopm~谷食

上oopm~電気泳動法による遺伝子多型解析

2.oopm~3.oopm 考察及びまとめ
8)コストー人当たりの費用は約200円と非常に安価で

ある

PCR法を応用したPCR、NLP法については,必要な器材

や実験にかかる時問などから考えて,実際に生徒・学生が

取り組んでみる実験として最適と老える.更に, PCR法は

DNA研究を根本から変革を与える切っ掛けとなった技術

でもあり,高等学校の生物学の教科書や資料集にも紹介さ

れるようになってきたので,設備次第では是非とも行って

みたい実験である.本法は, DNA抽出工程を含まないた

め,1日ですべての実験操作が可能である点に非常にメリ

験者TK,邸, TK,既)の 4名は, 146bp, 1H bp, 69bp

の 3本(69bP は判定困難)以外に 215bPバンドが察され
るが,これは野生型アリルGの存在により,制限酵素で切

断されなかった増幅断片であると考えられる.これらの被

験者はA/Gへテロ接合型と判定することができた.これら

の遺伝子診断結果は,実際の表現形質の耳垢型(表現型)

と合致した.なお,湿型アリル(G/G)の遺伝子型

(G印OWPO)を持っ被験者(理論上では 215bp, 111bP の
バンドが見られる)は,現在のところ見つかっていないが,

耳垢型遺伝子AおCCUのGタイプは,耳垢の乾湿の表現型

(ph印OWPO)に対して優性して遺伝している事は明白であ
る.

PCR、NLP法を用いて, ABCCⅡ遣伝子のSNP タイピン

グをすることができた.この方法で用いたプライマーで

は,プライマーダイマーなどの不正な増1幅がバンドとして

検出されることも極めて少なく,一般的なアリル特異的プ

ライマーによる ASP (Nklosp.d丘Opdm0り・PCR法と比較
して判定ミスはほとんどで起こらないと考えられた. PCR

反応液は1種類で簡潔であるが,その後の酵素切断処理並

びにアガロースゲル電気泳動の場合は準備も含めて1時問

(201ω

言
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ツトがある. PCR反応から電気泳動に至るまでの一連の過

程の中では,高校レベルの化学や生物の知識で説明される

内容が目白押しであるので,それらの総復習的な実習とし

て取り扱うこともできる

今回の研究における最大の目標は,高等学校・大学の実

習室でも行うことのできる平易な遺伝子診断実験の開発で

あり,その可能性を PCR、NIP法に託した.現時点では,

SNP判定の正る寉性は非常に高く,教育現場で化学・生物学

の担当教員が主体となって初学者を指導すれぱ,より多く

の生徒・学生が遺伝子診断を体験できるようになるものと

期待したい

今回の研究を通じて,遺伝子診断実験が高等学校生物学

並びに大学の基礎科学実習などにおいて,非常に有益な教

材になりうること感じられた.設備,操イ乍性や費用面にお

いても,耳垢型ABCCN遺伝子のSNPタイピング実験は実

用的なプロトコールとなる事が示唆された.一方,日本で

もSNPSの影響を調ベる大規模な疫学調査が始まり,短時

問でSN氏検出が可能な機器が開発されたこと等を考える

と,PCR法を応用した遺伝子診断が日常的に医療の現場で

用いられるようになる日は意外と近く,高等学校でも可能

な実験教材の開発は,そのような未来を生きる為に必要な

知識や技能を身につけさせていくためにも,より一層の研

究が必要になってくるだろうと考えてぃる

林田,小泉(岩尾),村田,木下 遺伝子診断教育のための簡便な耳垢型遺伝子多型解析法

本論文を投稿するにあたり,査読頂いた北海道医療大学
個体差健康科学研究所所長新川詔夫先生のご厚意に感謝い
たします
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SimplesNP GenowpingofHuman Earwax・1ype Gene A召CC11
for Genedc Education

Scho01 0f pharmaceutical sdences, Mukogawa women's university, 11-68, Kyuban、cho, Koshien
Nishinomiya・shi, Hyog0 663-8179

(Rece武モd 21J.nua,y 2010, A此epted 24 Ma此h 201の

献

Marik0 1玉、YASHΦA , Kyok0 1い喰0・KOIZUM11 ShigenoriMURATA] and KenjikNOSH11A]

Recendy, progress in molecular bi010菖y is bein又 made in the 6elds of sdence, medidne, and
Pharmacy lherefore, the m勾ority of studentS 留raduating from pharmaceutical university
departmen個工ⅥⅡ be required to have knowled曾e of molecular bi010部 techniques However,it
is difficult to indude such experiments in the curriculum for studen船 at general high schools
and universities because ofsafew concerns,the expensive materials and experimentalequipment
and time consumed. Therefore, this reportin廿oduces the convenient experimental materials
On human DNA polymorphism forthe 留enotyping ofthe ealwax wpe gene ABCC11 0n the chro、
mosome 16 Usin曾 a pcR・RFLp method. 1his experiment enables each studentto handle DNA
Safely The total dme required for the experimentsislessthan 4 hours. The pcR、RFLp exper、
iment proposed here is a suitable genotyping method to acquire molecular bi010gicalknowledge
and techniques

kのIwords human 又enome DNA polymorphism ; ABCC11; SNP (single nudeotide polymor、
Phism);留enowping ; PCR・RFLP (polymerase chain reaction・restriction 丘agment
Iength polymorphism); experimentalprotoc01
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