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実験の目的実験の目的
利根川博士のノーベル賞実験（多様な抗体
を生成する遺伝的原理の解明）に挑戦し、多
様性の確保のために抗体遺伝子が変化する
ことを確かめる!!

共通実験
・オクタロニー実験
・Ｂcell とＴcell の電子顕微鏡および蛍光レー
ザー共焦点顕微鏡による観察

（共通実験についての報告は省略します）





１．MM、プライマー、DNA、滅菌水を混合する

MMとは・・・Master Mixの略 PCR Buffer,MgCl2 ,dATP,dCTP,dGTP,dTTP,Taq DNA 
Polymeraseがあらかじめ最適化濃度に調整されている

２．PCRする

①DNAを
一本鎖に
する

②プライマ- を
DNAに合成さ
せる

③プライマーから順
にdATP他を合成し
ていく

３．PCRで増やしたDNAの一部を電気泳動する

電解質を含むアガロース(寒天)ゲルに電流を流すと、
その中の荷電粒子がゲルの目をくぐって移動する。２
本鎖DNAの場合は、DNAの大きさのみに依存して分
離する。

Polymeraseがあらかじめ最適化濃度に調整されている



←電気泳動の移動距離とＤＮＡの長さの関係。左下
の枠に移動距離を打ち込むとＤＮＡの長さが分かる。

ＰＣＲ法。対称から採取したＤＮＡを増幅することができる。

（プライマーの種類によって増幅できるところが違ってくる。）



４．PCRで増やしたDNAの一部を精製し、シーケンサーにかける

・高分子コロイドであるDNAをエタノールと塩で凝集・沈殿させる。余分な塩類や低分子成
分は沈殿しない。

・上記の沈殿を遠心し上清を取り除いてエタノールを蒸発させると、DNAが精製できる。

シーケンサー：DNAの配列を読み取る機械

分は沈殿しない。

より詳細に構造を見ると、ＤＮＡで
はLとＶの間は離れている。

ハイブリドーマから得たＤＮＡのＬ領域とＶ
領域間のＰＣＲ産物をシーケンス反応し
た結果

ハイブリドーマのmRNAのＬ領
域とＶ領域間のＰＣＲ産物を
シーケンス反応した結果



５．シーケンスデータをUCSC (University of California Santa Cruz)のサイトでBlat検索する

ここにシーケンス
データを入力

・結果のうち、一番ヒットの割合が多いものを選んで詳細を見
てみる。を見てみる。

CGCTCTGTTAANTGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTGAGAGTGCAGAG
AAGTGTTGGATGCAACCTCTGTGGCCATTATGATACTCCATGCCTCTCTG
TTCTTGATCACTATAATTAGGGCATTTGTCACTGGTTTTAAGTTTCCCCA
GCTCCCCTGNAATTTTCCATTTCCTCAGAGTGATGTCCAAAATTCTTCTT
AAAAATTTAAATCAAAAGGTCCTCTGGCTGTGAAGTCTTTTATACATATA
TAACAATAATCTTTGTGTTTATCATTCCAGGTTCCACTGGTGACATTGTG
CTGACACAGTCTCCTGCTTCCTTAGCTGTATCTCTGGGGCAGAGGGCCAC
CATCTCATACAGGGCCAGCAAAAGTGTCAGTACATCTGGCTATAGTTATA
TGCACTGGAACCAACAGAAACCAGGACAGCCACCCAGACTCCTCATCTAT
CTTGTATCCAACCTAGAATCTGGGGTCCCTGCCAGGTTCAGTGGCAGTGG
GTCTGGGACAGACTTCACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGGAGGAGGATG
CTGCAACCTATTACTGTCAGCACATTAGGGAGCTTACACGTTCGGAGGGG
GGGG

TCTGTTATTGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCACTGGTG
ACATTGTGCTGACACAGTCTCCTGCTTCCTTAGCTGTATCTCTG
GGGCAGAGGGCCACCATCTCATACAGGGTCCAGCAAAAGTGTCA
GTACATCTGGCTATAGTTATATGCACTGGAACCAACAGAAACCA
GGACAGCCACCCAGACTCCTCATCTATCTTGTATCCAACCTAGA
ATCTGGGGTCCCTGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAG
ACTTCACCCTCAACATCCATCCTGTGGAGGAGGAGGATGCTGCA
ACCTATTACTGTCAGCACATTAGGGAGCTTACACGTTCGGAGGG
GGG

1－2のシーケンスデータ 1－3のシーケンスデータ



ゲノム上のＬ領域、Ｖ（Ｇ４）領域、Ｊ領域、Ｃ領域が
ハイブリドーマのＤＮＡでは組換えが起こり、ｃＤＮＡ
ではスプライシングが起きていることが、電気泳動
の図やシーケンスデータから分かった。
抗体遺伝子が変化することを体験できた。

染色体６番
70447829-70656482の間の
主要な部分の配列
を示している。
模式的に示した
上の図の色
表記に文字
の色が
対応する。

LV1 LV2 LV 3 LVG4……………LVx                 J1 J2 J3 J4 J5 C  



今まで免疫について特に考えたことがありませんでしたが、今回の実験
講座に参加して、免疫に関心を持つことが出来ました。

最初、使用する実験器具にはかなり高価なものもあると聞き、失敗した
らどうしようとか、ノーベル賞をとった利根川博士の実験をするということ
で、そんな難しそうなことが出来るかなと思っていました。

けれど実際は、担当してくださった先生方がとても好意的で親しみやす
く、むしろ楽しく実験でき、充実した２日間を過ごすことが出来ました。

今回実験したのは大学生も苦労するという免疫の分野らしく、私はまだ
理解できないところが多いのですが、いずれ理解できたら良いなと思いま
す。

最後に、担当してくださった松川先生、岸本先生、吉村先生、ありがとう
ございました。

【 講座を終えて 】


