
30 電気泳動によるＤＮＡの分析

目的

アガロースゲル電気泳動により，プラスミドＤＮＡを電気泳動し安全な色素で染色して，肉眼でＤＮＡを観察します。

制限酵素で切断したＤＮＡと未切断のＤＮＡを泳動する事により，ＤＮＡ断片の大きさ，形状により移動度が異なること

を理解しましょう。

発展1・仮説

アガロースゲル電気泳動は，ＤＮＡ 断片の分離に利用される方法で す。Ｄ

ＮＡは負(マイナス)の電荷をもっているため，電場の中ではマイナス (－)極

からプラス(＋)極に向かって移動します。そこでＤＮＡをアガロース ゲル(寒

天から精製したアガロースで固めたゼリーの板の様なもの)の穴(ウェ ル)に入

れ，電場をかけると，(－)極から(＋)極に向かって移動していきま す。こ

の時，ＤＮＡ断片とアガロースゲルとの関係で移動速度に差ができる ことを

利用するのですが，それはどんなしくみでしょうか。

仮説１ アガロースは網目状の分子構造をしている。その分子ふるい 効果で，

分子量が小さい(短い)ＤＮＡ鎖

は く 移動し，分子量が大きい(長い)ＤＮＡ鎖は く 移動する。

仮説２ 分子量が大きいDNAはより多くの負(マイナス)の電荷を持っている。よって，＋極に強く引きつけられ

るので，分子量が小さい(短い)ＤＮＡ鎖は く 移動し，分子量が大きい(長い)ＤＮＡ鎖は く

移動する。

仮説３

発展2・サンプル

分子量マーカー ： 1kbラダー 全てのサンプルは色素溶液を添加済み

プラスミドＤＮＡ ： pBluescript

1. 分子量マーカー 1kbラダー 10μL

2. pBluescript EcoRⅠ ( ＧＡＡＴＴＣ ) 10μL

3. pBluescript PvuⅡ ( ＣＡＧＣＴＧ ) 10μL

4. pBluescript RsaⅠ ( ＧＴＡＣ ) 10μL

5. pBluescript 未切断ＤＮＡ 10μL

発展3・プラスミド

原核生物の細胞内にある小さな環状ＤＮＡで，制限酵素で切 り出し

た有用な遺伝子を細胞内に導入する運び屋(ベクター)として利 用され

ます。pBluescriptはこのベクターとして多用されるプラスミド の1種で

す。

仮説１ のイメージ

数字は何bp目で切れるかその位置を示す。

方法

サンプルのロードと泳動

1. ピペッターを用いてサンプル10μLをアガロースゲルのウェル(穴)に

入れる。(図1)

2. 100V定電圧で通電する。

3. 青色色素が適当な位置まで泳動されたら電源を切る。

ＤＮＡの検出

1. ゲルを染色溶液(Mupid Blue)に2分間振とうしながら浸す。

2. 染色溶液を別容器に回収して，ゲルを水道水で洗浄する。

3. 数分ごとに新しい水道水に入れ替える。

4. ＤＮＡがよく見えるまで，繰り返す。

5. サランラップの上にゲルをのせ，観察用ビュアーで観察する。

結果と考察

1. EcoRⅠ処理した場合，バンドが1本です。なぜでしょう。

2. PvuⅡ処理した場合，バンドが2本です。なぜでしょう。

3. RsaⅠ処理した場合もバンドが2本ですが，PvuⅡ処理した場合と異なります。なぜでしょう。

4. pBluescriptプラスミドの塩基対の数はおよそいくつですか。

5. 未処理の場合，バンドは何本でしたか。また，それはなぜでしょう。

6. アガロースゲル電気泳動では，ＤＮＡ分子はどのように動くでしょうか。

同一形状の場合

異なる形状の場合

実験の反省・感想
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◆◇◆ 電気泳動によるＤＮＡの分析について ◆◇◆
1. アガロースゲル電気泳動写真

茨城大学農学部 提供

2. 各試料の形状

1: 分子量マーカー 1ｋｂラダー 切断数

2: pBluescript EcoRⅠ ( ＧＡＡＴＴＣ ) 1ヶ所

3: pBluescript PvuⅡ ( ＣＡＧＣＴＧ ) 2ヶ所

4: pBluescript RsaⅠ ( ＧＴＡＣ ) 2ヶ所

5: pBluescript 未切断ＤＮＡ (複数の形状)

⑤

②

④
2961bp

(ねじれているプラスミド)

1769bp + 1192bp

B

A

3. 授業のタイムスケジュール (2時間連続授業)

ピペット操作練習(30分) → ウェルに入れる(10分) → 電気泳動(30分) → 染色(30分)

→ 観察(10分)

4. 指導のポイント

(1) パラフィルム上で10μLを完全に出す，吸い取る，を繰り返す。

最後に，予備のゲルを使ってウェルに入れる練習をする。

(2) 各班にあらかじめ経験者を作っておくとうまく進む。

(3) 100Ｖ25分程度で色素がゲルの2／3程度まで進む。ここで止める。

この間に実験の説明をする。

(4) 染色は2分で十分。

染色液は次の班にも使わせるので，4班程度に1セットは用意したい。

脱色の方法は流水では不可，振とうがよい。

振とう(4分)＋排水・新しい水(1分) を4回程度繰り返す。

(5) スライドビュアー，ＯＨＰ投影機などがよい。デジカメで記録可能。

5. 試薬類の調製

(1) 50×ＴＡＥバッファー

Ｔｒｉｓ 2M 60.5 g

氷酢酸 14.3 mL 250 mLにメスアップ

0.5ＥＤＴＡ(ｐＨ8.0) 25 mL 使用時には50倍希釈

蒸留水 150 mL

(2) アガロースゲル

アガロースゲル 0.96 g 三角フラスコでよく混ぜる。

1×ＴＡＥバッファー 120 mL

電子レンジ(あたためモード)で1回沸騰させ，もう1度沸騰させる。

スターラーを用いてよくまぜる。(軍手を使うこと)

持てる程度にさめたら，型に流して冷めるのを待つ。(ラップ使用)

1×ＴＡＥバッファー中に入れて，冷蔵庫で保管する。(1週間程度は可)

使用するときには常温で20分放置する。

(3) 染色液

ミューピッドブルー （Mupid Blue）

(4) その他

今回の実験では，プラスミド，制限酵素，分子マーカーについては茨城大農学部遺伝子実験施設

のご協力で，用意していただいたものを使用しました。ご協力ありがとうございました。

6. 問い合わせ先

茨城大学農学部遺伝子実験施設には，この実験を行うために必要な全ての実験器具を貸し出してくれ

るシステムが完備されております。

茨城大農学部遺伝子実験施設 安西弘行 先生

茨城大学農学部 http://www.agr.ibaraki.ac.jp/

茨城大学農学部遺伝子実験施設 http://grc.agr.ibaraki.ac.jp/


