      （別紙５）　生徒用プリント例
「生物基礎」　(1) 生物と遺伝子　イ 遺伝子とその働き　（ウ）遺伝情報とタンパク質の合成

セントラルドグマを可視化して確認しよう　
１　目的
遺伝情報発現は，DNAの塩基配列をもとにmRNAが転写され，アミノ酸が指定されてタンパク質が翻訳されるという流れがある。この流れをセントラルドグマといい遺伝情報発現の大原則である。本実験の目的は，DNAからRNAが転写され，そのRNAからタンパク質が合成されることをコムギ胚芽無細胞タンパク質合成系を用いて確かめることである。
２　実験手順および結果のまとめと考察
実験Ⅰ　転写を行わせる                           　転写反応液の組成
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A (µL)B (µL)

転写反応液 13.5 13.5

DDW 0 1.5

DNA溶液 1.5 0

計 15 15

(1) 方法
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A (µL)B (µL)

転写反応液 13.5 13.5

DDW 0 1.5

DNA溶液 1.5 0

計 15 15

①マイクロチューブを2本（A，B）用意し，右表のように溶液を混合する。
②37℃で４時間，インキュベーターで反応させる。
(2) 予想
①転写に必要なものは何か，列挙しなさい。
②転写が起こるものはA，Bのうちどちらと予想ができるか。
実験Ⅱ-1　転写の確認；RNAの可視化（メチルグリーンピロニン染色液を用いる方法）
(1) 方法
①20mg/mL低融点アガロースをマイクロチューブに8L入れ，あらかじめ50℃のインキュベーターで温めておく。
②実験ⅠのA，B反応液2Lを低融点アガロースの入っているマイクロチューブに入れ，氷中で冷やし固める。それぞれA'，B'とする。
③アガロースが固まったら，冷メチルグリーンピロニン染色液を20L加え，5分間染色する。染色液を加える際，マイクロピペットの先でゲルを浮かし，全体に染色液が浸るようにする。
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④染色液を取り除き，マイクロチューブの半分まで水を加え脱色する。
(2) 予想
　A'，B'のどちらが赤く染色されるか。
(3) 結果
①氷中で冷やすと，アガロースはどのようになったか。
②メチルグリーンピロニン染色液を加えるとゲルがどのような色になったか。染色液を取り除くと，どのようになったか。
③A'，B'のマイクロチューブ内のゲルは水を加えしばらく放置すると，どのようになったか。
(4) 考察
①結果から，転写が起こったのはA，Bどちらのマイクロチューブでの反応であったか。
②結果から，転写には何が必要か考察せよ。
実験Ⅱ-2　転写の確認；RNAの可視化（RiboGreenを用いる方法）
(1) 方法
①マイクロチューブ2本（A"，B"）に水が98L入っている。これにA，Ｂの反応液をそれぞれ1Lずつ入れ良く撹拌する。
②A"，B"のマイクロチューブにRiboGreen（10倍希釈）を1Lずつ加え良く撹拌する。
③A"，B"のマイクロチューブに青色LEDを当て，オレンジフィルターを掛け観察する。
(2) 結果
①A"，B"のマイクロチューブにRiboGreenを1Lずつ加えたときはどんな色に見えたか。
②A"，B"のマイクロチューブに青色LEDを当て，オレンジフィルターを掛け観察したときの様子はどのようであったか。
③A"，B"のマイクロチューブに青色LEDを当て，オレンジフィルターを掛けないで観察するとどのようにみえるか。
(3) 考察
　実験Ⅱの ①と②の結果から，転写によってRNAが合成されることが確認できたか。
実験Ⅲ　翻訳を行わせる
(1) 方法
①アミノ酸溶液200Lを底が平らな2本の透明なフタ付きチューブ（C，D）に入れる。
②実験ⅠのA，Bの残りの反応液（約12L）にコムギ胚芽抽出物溶液10L入れ，穏やかに撹拌する。
③②のそれぞれの液をチューブC，Dの下部からゆっくり加え，混ぜないように右図のように二層にする。
④常温で，3時間反応させる。
(2) 予想
①翻訳に必要なものは何か，列挙しなさい。
②コムギ胚芽抽出物溶液はどのような溶液で，何が入っていると思うか。
③アミノ酸溶液にはどんなアミノ酸が入っていると思うか。
④アミノ酸溶液にはクレアチンリン酸，コムギ胚芽抽出物溶液にはクレアチンキナーゼが入っている。これは何をするものか。
⑤C,Dのうち翻訳（タンパク質の合成）が起こるものはどちらと予想できるか。
実験Ⅳ　翻訳の確認；緑色蛍光タンパク質（GFP）の生成確認
(1) 方法
　透明なフタ付きチューブ2本（C，D）にブラックライトを当てて観察する。
(2) 結果
①透明なフタ付きチューブ2本（C，D）にブラックライトを当てて観察したときの様子はどのようであったか。
②透明なフタ付きチューブ2本（C，D）にブラックライトを当てないで観察したときの様子はどのようであったか。
(3) 考察
　翻訳によってタンパク質が合成されることが確認できたか。
３　感想・反省
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 参考　転写反応液には，RNAを構成する塩基U,A,G,Cを持つヌクレヲチド４種類，RNAポリメラーゼ，RNA分解を抑制する物質，RNAポリメラーゼが働きやすいpHを保つための緩衝液が含まれている。DNAには，緑色蛍光タンパク質（GFP）がコードされている。





 参考　メチルグリーンピロニン染色液はDNAを緑，RNAを赤に染色する試薬である。溶液中では全てが染まったままなので，アガロースに包埋して溶液中のRNAを染色する。RNAが生成していればゲルは脱色されず赤色のままで，RNAが生成していなければ脱色される。鋳型となるDNAは少量なので染色されない。





 参考　RiboGreenは，RNAに特異的に結合して青色LEDの光で黄色に蛍光する色素である。黄色の光を見やすくするためにオレンジ色のアクリル板で青色LEDの光を遮断する。





 参考　GFPはブラックライトの光で緑色に蛍光する。
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