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<研究・技術発表(ポスターセッション)>

イネDNA抽出における簡便な多検体破砕法の確立

応用生命科学専攻育種工学講座長野宏則

<目的>
私の所属する育種工学講座では、有用な農業形質に関わる遺伝子の特定やそれら

の相互作用、環境変動による集団内の遺伝子構成変化について研究を行っており、

DNAマーカーを利用した遺伝子型判別は重要なツールのーっとなっている。遺伝

子型判別自体は特別習熟した技術を要しないが、解析の種類によっては数千の検

体からのDNAを必要とするため、抽出作業に費やす労力や時間により、学生は貴

重なデータの検討や教官とのディスカッションの時間を奪われている。 イネの葉

は堅く、効率的に多検体のDNAを抽出するには速くて確実な細胞破砕が必須であ

る。そのための破砕装置はメーカー各社から販売されているが、 50~200万円と

高価で(図2-1)、また、広い設置面積や専用の消耗品(図2-2)を必要とするなどい

くつか問題がある 。一方、安価な細胞破砕棒(図2-3)も存在するが、検体数が100

を越えると抽出作業にかかる労力は現実的ではない。そこで「特殊な器具・装置

は用いなLリ、「実験に利用可能なDNA品質を保つ」、「低コストJであることを目

的として、新たな破砕方法の確立を検討した。
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図2-1 専用細胞破砕装置

一般に高価で手が出せない
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および消耗品

ランニングコストの問題

図2-3 細胞破砕棒
手作業のため疲れる

<使用機器>

メーカー各社より販売されている破砕機器の原理は細胞組織を直径5mmの金属球

と共に容器内で、往復または遠心運動によって破砕するというものである。この

原理をヒントに、本来液体試料の撹持に用いられるマイクロチューブミキサー(ト

ミー精工、定価125，000円、図2-4)が破砕機器として代用できないか試みた。

サンプリン夕、チューブには2mL容量のポリプロピレン製チューブ、金属球にはス

テンレス製ビーズ(図2-5)を使用した。
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トミー精工マイクロ

チューブミキサ一、 MT-360
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図2・5

サンプリングチューブと

ステンレス製金属球



<細胞破砕およびDNA抽出方法>

1) 約3cmのイネの葉を金属球と共にサンプリングPチューブ内に入れ、液体窒

素で1分間凍結する。

2) 凍結組織をミキサーの最大速度にて1分間撹祥し、細胞を破砕する。

3) 凍結組織が溶け出す前に金属球を取り出し、 400μLのDNA抽出液

(200mM Tris-HCI(pH7.5)， 250mM NaCI， 25mM EDTA， 0.5% SDS)を加

える。

4) よく懸濁し、室温lこ15分以上放置する。
5) 等量のク口口ホルム:イソアミルアルコール (24: 1)を加え、激しく混

合した後、 13000rpmで10分間遠心する。

6) 上清を新しいチューブに回収し、等量の2-プ口パノールを加え、転倒混和

する。

7) 13000rpmで10分間遠心する。

8) 上清を捨て、 70%工タノールを加えた後、 13000rpmで5分間遠心する。

9) 上清を捨て、 DNAの沈殿を乾燥後、 50μLのTEバッファー (10mMTris-

HCI， 1 mM EDTA)で溶解する。

<結果>

以上の方法により抽出したDNAの品質をゲル電気泳動法を用いて検証したところ、

従来法に比べてやや低分子化が見られるものの(図2-6)、その後の遺伝解析実験

に十分使用できる品質を保っていることが確認できた(図2-7)。この新手法により、

一人の学生が5日間で600のイネ植物体からDNAを抽出できた。

CTAB法 本実験法

←高分子DNA

←分解DNA

図2・6 電気泳動法によるDNA品質の検証
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図2-7 PCR法によるDNA増幅産物

<考察>

破砕の時間、金属球の種類、チューブ底の形状などいくつかの検討項目は残され

るが、今回採用した汎用チューブミキサーによる抽出DNAは従来法に比べ遜色は

なく(図2-6および2-7)、日々時間を追われる学生や卒業研究生を大いにバックア

ップできるものと考えられる。高価な機器を導入するのが一番確実ではあるが、

身近にあるものを工夫し利用することで同様のデータを得られる場合があり、本

発表における新手法の導入は今まで個人では進めにくかった大量検体を用いた遺

伝解析の実験計画に幅を与えるものと期待できる。
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