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ＰＣＲ法，電気泳動法を用いた
トウモロコシの遺伝の規則性の探究

－バイオテクノロジーの単元の教材開発－

奈良 尚久

高等学校の生物の教科書の内容も大きく変わり，急速に進歩する生命科学の研究成果が多く取

り入れられている。バイオテクノロジーの単元では，ＰＣＲ法や電気泳動法など分子生物学的手

法が記載されているが，内容に対応した観察・実験及び探究活動が充実していない状況である。

そこで，本研究では，トウモロコシを用いて，遺伝の規則性とゲノムの塩基配列の関係について，

ＰＣＲ法と電気泳動法を用いて確認できる教材の開発し，高等学校等で実践したので紹介する。

［キーワード］ＰＣＲ 電気泳動 ＤＮＡ ＳＳＲ プライマー トウモロコシ

はじめに

学習指導要領の改訂に伴い，高等学校の生物

の教科書の内容も大きく変わり，急速に進歩す

る生命科学の研究成果が多く取り入れられ，内

容の充実が図られている 。特に，バイオテ※１）

クノロジーの単元では，ＰＣＲ法 や電気泳※２）

動法など分子生物学的手法が記載されている

が，試薬や機器が高額であること，プライマー

の設計の難しさなどから，内容に対応した観察

・実験及び探究活動が充実していない状況であ

る 。また，遺伝の単元において，親と子で※３）

遺伝の規則性をゲノムの塩基配列で確認する実

験や探究活動がないことから，分子生物学と遺

伝の概念を包括的に理解させ，十分な探究をさ

せるには不十分な状況である。そこで，本研究

では，北海道の代表的な作物であるトウモロコ

シを用いて，遺伝の規則性とゲノムの塩基配列

の関係について，ＰＣＲ法と電気泳動法を用い

て確認できる教材の開発を行い，教材を通して

興味・関心を高めるとともに，基本的な概念を

より深くかつ包括的に理解させ，科学的な思考

力，判断力及び表現力を育成させる教育プログ

ラムを開発することを目的とする。

１ ＰＣＲ法とは

ＰＣＲ（Polymerase chain reaction)は分子

生物学の研究のみならず，医療や犯罪捜査，畜

産や農作物の品種改良など社会の中でも幅広い

な分野に応用されている。目的の塩基配列を選

び出し，高温条件下で失活しないＤＮＡポリメ

ラーゼと，起点となるプライマーを用い，３段

階に温度を変えながら反応させる。95℃でＤＮ

Ａが変性して１本鎖になり，55～65℃でプライ

マーが相補的に結合し，72℃で複製反応が起こ

る。これが１サイクルにあたり，ＤＮＡが２倍

に増幅される。このサイクルを22回行うと計算

上は100万倍にまで増幅される（図１）。

２ プライマーの設計

本研究では，ＤＮＡ レベルでの農作物の

品種判別等で用いられているＳＳＲ （マ※５）

イクロサテライト：Simple Sequence Repeats）

を挟むようにプライマーをセットした。ＳＳＲ

とは，生物のゲノムＤＮＡ中の主に遺伝子を

コードされていない非コード領域において見

図１ ＰＣＲの原理 ※４）
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られる数塩基の単純反復配列（繰り返し配列）

のことであり，染色体上に広く分布している。

ＳＳＲは，自然淘汰されることがなく，過去

に起きた突然変異がよく保存されていること

から，個体の間でＳＳＲの長さに差が見られ

る。さらに，目的の遺伝子とＳＳＲの染色体

上の位置が近い，つまり，連鎖しているＳＳＲ

を見つけることで，ＳＳＲを目的の遺伝子の

目印にすることで，品種判別やヒトでは犯人

や親子鑑定に用いられる。また，ホモとヘテ

ロのＳＳＲを電気泳動で調べたときに，バン

ドの位置が異なる共優性マーカーであること

が多く，親子判別といった多型を調べること

ができ，かつ短い塩基配列で調べることがで

きる（図２）。本研究では，ＳＳＲの特性に

着目し，遺伝の規則性とＳＳＲの塩基配列の

長さの関係を調べるために，プライマーの選

定や，ＰＣＲ法，電気泳動法を用いて行った。

また，MaizeGDB （Maize Genetic sand※６）

Genomics Database）という，トウモロコシ

のゲノム情報や，遺伝資源，形質情報など，

膨大な情報を内包しているデータベース（図

３）があり，プライマー情報を用いて設計し

たプライマーを用いた。

図２ ＳＳＲのイメージ

は数塩基の配列, はプライマーを表す

品種Ａ

品種Ｂ

品種Ａ 品種Ｂ 交雑種

電気泳動（イメージ）

３ 実験方法

(1) 実験試料

試料として，トウモロコシを用いた。トウ

モロコシは，トウモロコシは個体内雌雄異花

で，自殖でも他殖でも受精することから，遺

伝研究のモデル植物として今日まで様々な研

究が行われている。さらに，北海道の多くの

地域で生食用，飼料用として栽培されており，

身近な植物でもあることから，生物の授業教

材として適している。今回用いたのは，独立

行政法人農業・食品産業技術総合研究機構北

海道農業研究センターから飼料用トウモロコ

シ自植系統Ho112とHo100の葉のサンプル及び

Ｆ１品種（きよら）の種子を供与していただ

き，Ｆ２については，Ｆ１の種子を当センタ

ー圃場にまいて自家受精させて得た。

(2) 実験器具

トウモロコシの葉，マイクロピペット（1000

μL，200μL，20μL，２μL），サンプリング

チューブ（2.0mL，0.2mL），プライマー（フォ

ワード，リバース），ＰＣＲ用８連チューブ，

サーマルサイクラー，ＤＮＡ抽出試薬，遠心

分離機，ウォーターバス，温度計，ＤＮＡポリ

メラーゼ，MgCl2，dNTP，10×Reaction Buffer，

油性マーカーペン，Tris-HCl，EDTA，オート

クレーブ水，アガロース，Tris，EDTA・2Na，

ブロモフェノールブルー，ホウ酸，グリセロ

ール，ＤＮＡ染色液，マグネチックスターラ

ー，デジタルカメラ，暗箱，青色LEDイルミ

ネーター

(3) 実験方法

Ａ ＤＮＡの抽出とＰＣＲ用サンプルの調製

① トウモロコシの葉（親，Ｆ１）0.5ｇそ

れぞれ計り，サンプリングチューブに入

れ，先を火で軽くあぶってつぶしたチッ

プを用いて葉をつぶす。

図３ MaizeGDBに記載されているプライマー情
報（濃い部分プライマーの結合部位を示し
ている）
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② マイクロピペットを用いてＤＮＡ抽出

試薬を１ｍL入れ，95℃に設定したウォ

ーターバスに５分間入れる。

③ ２分間静置した後，遠心分離機（10,0

00Ｇ）を５分間行い，固体成分と液体成

分に分離する。

④ 新しいサンプリングチューブを用意し，

マイクロピペットで方法③の液体成分の

みを移す。

⑤ 新しいサンプリングチューブを用意

し，マイクロピペットを用いて方法４の

上澄を20μLとる。さらに，Tris-EDTAバ

ッファー（表１）を780μL入れて40倍に

希釈し，軽く撹拌する。

⑥ 方法⑤の溶液を遠心分離機（図４）に

かけた後，マイクロピペットを用いてＰ

ＣＲ用の８連チューブ（図５）にそれぞ

れ４μLずつ入れる

⑦ マイクロピペットを用いてＤＮＡ合

成酵素を含んだマスターミックスを50

表１ Tris-EDTAバッファー

試薬 添加量

1mmol Tris-HCl 5mL

0.5mmol EDTA(pH=8.0) 1mL

精製水で500mLにメスアップする。

図４ 遠心分離機

図５ ＰＣＲ用８連チューブ

倍量（表２）をつくり，方法⑥の８連

チューブに６μLずつ入れる。

⑧ マイクロピペットを用いて方法⑦の８

連チューブに，増幅したいＤＮＡに合う

ように設計したプライマー（フォワード，

リバース）をそれぞれ0.5μLずつ入れ，

油性マジックで印をつける。

Ｂ ＰＣＲによるＤＮＡの複製

① サーマルサイクラー（図６）の電源を入

れて，プライマーとＤＮＡが結合（アニ

ーリング）する最適温度を調整したプロ

グラムを選択し，プログラム（表３）を

確認する。

② Ａで調製した８連チューブをセットす

る。ふたが閉まっていることを確認し，

スタートボタンを押す。

③ プログラムの終了後，増幅したＤＮＡ

が入ったサンプリングチューブを取り出

し，冷凍保存する。

表３ ＰＣＲサイクルのプログラム

温度と時間 サイクル

94℃ ５分

94℃ 15秒

65℃ 15秒
20サイクル

（各ステップ

毎に－0.5℃）

72℃ 30秒

94℃ 15秒

55℃ 15秒 30サイクル

72℃ 30秒

表２ マスターミックス（50倍量）

試薬 添加量

ＤＮＡポリメラーゼ 2.5μL

50mmol MgCl2 40μL

10mmol dNTP 10μL

10×Reaction Buffer 50μL
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Ｃ 電気泳動用ゲルの調製

① 500mLの三角フラスコを用意し，低分子

解析用アガロースを９ｇ，５×TBE 300ｍL

（ゲル濃度３％）入れる。電子レンジで

１分間程度加熱して撹拌した後，もう一

度電子レンジで加熱し，沸騰したことを

確認する。

② 火傷に注意して電子レンジから取り出

し，60℃になるまでマグネチックスターラ

ーを用いて撹拌する。

③ 方法２のアガロース溶液を電気泳動装

置のゲルメーカーの目印の線まで泡が入

らないようにして流し込む。

④ ゲルが固まったらアガロースゲルを電

気泳動装置にセットし，泳動槽に0.5×TBE

バッファー（表４）を500mL入れる。

Ｄ 電気泳動前のサンプルの調製

① ＰＣＲ終了後のサンプルに0.125%BPB

グリセロール溶液とＤＮＡの発色試薬

であるUltraPowerDNAを3mLが入った混

合溶液（表５）を1.5μL入れた後，タ

ッピングして５分間静置する。

図６ サーマルサイクラー

表４ 10×ＴＢＥバッファー

試薬 添加量

Tris 108ｇ

ホウ酸 55ｇ

EDTA・2Na 3.7ｇ

精製水で１Lにメスアップし，さらに
20倍希釈（0.5×TBE）して使用

② 泳動槽に付いているコームを抜き，

泳動槽にセットしたゲルにサンプルを

10μLアプライする。

③ 電気泳動装置（図７）のスイッチを

入れ，135Ｖで60分流す。

④ 電気泳動終了後，電気泳動装置から取り

外したゲルを暗箱（図８）の中に移し，青

色ＬＥＤ照射（図９）してＰＣＲで複製さ

れたＳＳＲをバンドで確認し，暗箱の穴に

一眼レフをセットし，写真撮影を行う。

表５ UltraPowerDNA入り0.125％BPB
グリセロール混合溶液

試薬 添加量

グリセロール 30ｇ

BNP（ブロモフェノー 0.125ｇ
ルブルー）

ＤＮＡ染色液
3mL

（UltraPowerDNA）

Tris-EDTAバッファーで100mLにメス
アップする。

図８ 自作の暗箱

図７ 電気泳動装置
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４ 実験結果

北海道美深高校で行った電気泳動の結果を図

10に示す。

真ん中の太いバンドに注目して見ると，Ｆ１

では，下側のバンドのみ見えており（今回のＳ

ＳＲは共優性ではなく，Ｆ１に見えるバンドは

優性のみである），Ｐの左のバンドと同じ位置

にあることから，Ｐの左のバンドはホモ，Ｐの

右のバンドはヘテロ，Ｆ２の左のバンドはＰの

右のバンドと同じ位置，Ｆ２の右のバンドはＰ

の左のバンドと同じ位置にあることがわかる。

このように，つまり，ホモとヘテロでバンドの

位置が異なり，親子判別といった多型を調べる

ことができることを，ＳＳＲという短い塩基配

列で調べることができる。

５ 本研究の実践

(1) 教員向け研修講座での実践

本研究内容を，高校教員向け理科研修講座で

図９ 青色ＬＥＤ照射装置

図10 電気泳動結果

実践した。原理や方法を１つ１つ確認しながら

実験を行い，ＰＣＲ，電気泳動後の増幅された

ＤＮＡのバンドの位置から遺伝の規則性が確認

した。さらに，本研究における考察を行い，プ

ライマーの結合位置（図11）や，ＰＣＲでの

ＤＮＡの増幅量，ＰとＦ１のバンドの位置にお

ける親子関係などについて行った。

実験後のアンケートから，本研究をするにあ

たり２つの課題を読み取ることができる。１つ

めは，先生方がＰＣＲや電気泳動を生徒に指導

する上での知識がやや不足していることであ

る。研修講座では，原理や実験結果を踏まえた

内容を中心に問題演習を行ったが，研修講座を

通して初めて理解した先生が多いことがわかっ

た。２つめは，先生方の所属する学校に本研究

を行う実験設備がないことである。ＳＳＨ校以

外の学校には，サーマルサイクラーなどの本研

究を行う上での実験設備がなく，実施が困難で

あることがわかった。このことから，本研究を

行うためには，実験設備の貸し出しを行うなど，

当センターがサポートできる体制づくりを整備

していく必要がある。

(2) 北海道美深高等学校での実践

教員向け研修講座を受講した先生が所属する

高校に当センターの実験設備を貸し出し，本研

究を授業で実践した。実践したのは，美深高校

の高校３年生の全員が履修する「生物」で，１

図11 プライマーの結合位置
の演習プリント
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日目はトウモロコシからＤＮＡを抽出してＰＣＲ

で増幅させ，２日目は増幅したＤＮＡを電気泳

動を行い，バンドの位置から遺伝の規則性を確

認した。また，電気泳動を行っているときの待

ち時間には，ＤＮＡストラップを作製した。実

験終了後の生徒のアンケートには，次のような

記載があった。

・普段の授業ではできないＤＮＡの実験を行う

ことができた。

・マイクロピペットなど見たことのない実験器

具や，その操作方法，専門用語がたくさんあ

り，貴重な体験となった。

・実験は操作が慣れてくるにつれて楽しくなっ

ていった。実験を行うことで、ＤＮＡの複製

などの理解が深まった。

・電気泳動によってバンドが移動していくよう

すに感動した。

・生物の奥深さを知ることができた。

本実験に対して肯定的な意見が多く，特に，

ＤＮＡや，ＰＣＲ，電気泳動についての記載が

多いことから，本教材が基本的な概念をより深

く理解させ，科学的に探究させる教材であるこ

とを示している。

今後は，進学希望者の多い学校で実践し，本

研究に係る考察や探究活動を充実させた授業を

行いたいと考えている。

６ おわりに

本研究が，ＰＣＲ法と電気泳動法などのバ

イオテクノロジーの単元における実験や探究

活動，理科課題研究のテーマとして科学的に

探究する能力や態度を育むことができる。

今後については，本研究では，１種類のプ

図12 美深高校での授業風景（ゲルに
アプライしている様子）

ライマーを用いてＰＣＲ，電気泳動を行い，

遺伝の規則性を探究したが，今後は，２種類

のプライマーを用いて，ＰＣＲ，電気泳動を

行い，連鎖・組替えを探究する教材を開発す

ることや，Ｆ１やＦ２のバンドにおいて，親子

判別が明確にできるような共優性のプライマ

ーの選定も併せて行うことを考えている。さ

らに，当センターでの教員向け研修講座や，

高校で本教材を用いた授業の実践など，教材

の普及の充実を図っていきたいと考えている。

また，本研究は，当センターの研修講座と

美深高校で実践したが，バイオテクノロジー

に関する実験を普及させる上で，サーマルサ

イクラーや電気泳動装置など実験設備や，教

員の実験スキルなど専門性の向上など，実験

ができる環境づくりが急務であると考えてい

る。
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