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ＰＣＲ法 プライマーと鎖伸長

２つの向かい合うプライマーを使うと、２つのプライマーではさまれ
た領域が指数関数的に増幅します。

PCR法の３段階（２本鎖DNAの熱変性、プライマーのアニーリング、
鎖伸長）は鋳型鎖のDNA、４種のヌクレオチドなどを混合し、温度を
上げ下げするだけで進行します。
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有機・生化系実験 PCR法による遺伝子型の解析

本実験では、各自の頭髪細胞からGenome DNAを抽出し、PCR法によるDNA型
鑑定法によりアルデヒド脱水素酵素ＡＬＤＨ２の遺伝子型を推定する。

ALDH2遺伝子は点突然変異による1塩基置換の対立遺伝子が見つかっているこ
とから、3通りの遺伝子型・表現型があることがわかっている。

本実験では次の3通りの方法でALDH2遺伝子の遺伝子型を推定する。

1. 2種類のALDH2対立遺伝子間で変異している部分を3’末端とするPCR primer
を利用し、PCR増幅の有無を調べることで遺伝子型を推定する。

2. 変異部位を含まないPrimerで増幅したALDH2遺伝子の断片を、変異部位を認
識する制限酵素による切断の有無を調べることで遺伝子型を推定する。

3. 簡易推定法であるアルコールパッチテストで推定した遺伝子型、および自分
の表現型と合わせてアルデヒド脱水素酵素の遺伝子型を総合的に推定する。

化学実験書 有機・生化系実験 PCR法による遺伝子型の解析
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有機・生化系実験 PCR法による遺伝子型の解析

分解型遺伝子 (ALDH2-1 gene)

1141 ctgcaggcat acactgaagt gaaaactgtc
381 L  Q  A  Y   T  E  V   K  T  V   

不分解型遺伝子 (ALDH2-2 gene)

1141 ctgcaggcat acactaaagt gaaaactgtc
381 L  Q  A  Y   T  K V   K  T  V   

p107
ヒトアルデヒド脱水素酵素 変異部位

お酒が対する許容度は、ここの塩基が１個違うだけ！
この1塩基多型の部分を末端に持つＰＣＲプライマーを使って、
特異的に増幅します。
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1) 正常型ALDH2-1 遺伝子, exon 12 付近の塩基配列
（センス鎖のみ、Accession No. = M20455）

1-->10 intron(小文字)   11-->125 exon(大文字)   126-->137 intron(小文字)

1 caaattacag GGTCAACTGC TATGATGTGT TTGGAGCCCA GTCACCCTTT GGTGGCTACA

61 AGATGTCGGG GAGTGGCCGG GAGTTGGGCG AGTACGGGCT GCAGGCATAC ACTGAAGTGA

121 AAACTgtgag tgtggcc

Forward primer; 5' - CAAATTACAGGGTCAACTGCT  -3’

Reverse primer; 

Normal primer; 5' - CCACACTCACAGTTTTCACTTC -3’

Mutant primer; 5' - CCACACTCACAGTTTTCACTTT -3’
Mismatch primer; 5' – GGCCACACTCACAGTTTTCTCTT  -3’
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変異部分

ALDH2-1      101 5'- GCAGGCATAC ACTGAAGTGA AAACTGTGAG TGTGGCC -3'
Normal primer         3'- ← ← ← Cttcact tttgacactc acacc -5’

ALDH2-1      101 5'- GCAGGCATAC ACTGAAGTGA AAACTGTGAG TGTGGCC -3’
Mutant primer               3'- × Tttcact tttgacactc acacc -5’

変異部分

有機・生化系実験 PCR法による遺伝子型の解析 化学実験書

変異部分

ALDH2-2      101 5'- GCAGGCATAC ACTAAAGTGA AAACTGTGAG TGTGGCC -3'
Normal primer               3'- × Cttcact tttgacactc acacc -5’

ALDH2-2      101 5'- GCAGGCATAC ACTAAAGTGA AAACTGTGAG TGTGGCC -3’
Mutant primer         3'- ← ← ← Tttcact tttgacactc acacc -5’

変異部分



1. 2種類のALDH2対立遺伝子間で変異している部分を3’末端とするPCR primer
を利用し、PCR増幅の有無を調べることで遺伝子型を推定する。

2. 変異部位を含まないPrimerで増幅したALDH2遺伝子の断片を、変異部位を認
識する制限酵素による切断の有無を調べることで遺伝子型を推定する。
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ALDH2-1      101 5'- GCAGGCATAC ACTGAAGTGA AAACTGTGAG TGTGGCC -3'
ALDH2-2      101 5'- GCAGGCATAC ACTAAAGTGA AAACTGTGAG TGTGGCC -3'
Mismatch primer      3'- ← ← ← ttcTct tttgacactc acaccgg -5'

変異部分

変異部分

有機・生化系実験 PCR法による遺伝子型の解析 化学実験書

1. 2種類のALDH2対立遺伝子間で変異している部分を3’末端とするPCR primer
を利用し、PCR増幅の有無を調べることで遺伝子型を推定する。

2. 変異部位を含まないPrimerで増幅したALDH2遺伝子の断片を、変異部位を認
識する制限酵素による切断の有無を調べることで遺伝子型を推定する。

5' 3'3' 5'

5’–GAAGANNNNNNNN– 3’5’–NNNNNNNTCTTC–3’

5' 3'3' 5'

MboII

PCR増幅断片

ALDH2-1  5'- GCAGGCATAC ACTGAAGTGA AAACTGTGAG TGTGGcc - 3'
ALDH2-2  5'- GCAGGCATAC ACTAAAGTGA AAACTGTGAG TGTGGcc - 3'
Mismatch primer

ALDH2-1を鋳型とし、Mismatch primerで増幅した
PCR増幅断片の一部

5'- GCAGGCATAC ACTGAAGAGA AAACTGTGAG TGTGGCC - 3'

MboII
認識配列 切断部位

ALDH2-2を鋳型とし、Mismatch primerで増幅した
PCR増幅断片の一部

5'- GCAGGCATAC ACTAAAGAGA AAACTGTGAG TGTGGCC - 3'

MboIIは認識しない

鋳型DNAにアニーリングするMismatch primer
制限酵素MboIIの認識配列と
切断部位

↑
Mismatchするところ

5'-ggccacactcacagttttctctttagtgtatgcctgc-3'

5'-ggccacactcacagttttctcttcagtgtatgcctgc-3'

5'-ggccacactcacagttttctctt-3'
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ＰＣＲ法のプライマーと鎖伸長

特異的なＰＣＲプライマーで増幅されたＤＮＡ断片 (135-bp or 137-
bp) や制限酵素による切断の有無をアガロースゲル電気泳動法
で確認します。

やさしいバイオ 有機・生化系実験 PCR法による遺伝子型の解析
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アガロースゲル電気泳動法の原理 増幅断片の確認
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電気泳動像（ホモ接合体の例）
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100-bp
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推定PCR
増幅断片

Normal Mutant
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図１ ＰＣＲ反応産物のアガロース電気泳動像

髪の毛のＤＮＡを鋳型にし、ＡＬＤＨ２に特異的なプライマーを使ってＰＣＲを
行った。プライマーはForward primer の他に左からそれぞれ Normal primer 
(Normal)、Mutant primer (Mutant)を用いた。DNA分子量マーカーは 50-bpラ
ダーマーカー（Marker）を用いた。

電気泳動像（ヘテロ接合体の例）

200-bp

150-bp

100-bp

50-bp

推定PCR
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接合体 ：正常 ヘテロ 変異
ホモ ホモ

遺伝子型： NN NM MM

対立遺伝子(2種)：Normal(ALDH2-1; N), Mutant(ALDH2-2; M)
プライマー(3種)：Normal(n), Mutant(m), Mismatch
遺 伝 子型(3種)：ALDH2-1/ALDH2-1(NN), ALDH2-1/ALDH2-2(NM), ALDH2-2/ALDH2-2(MM)
表 現 型(3種)：お酒が飲める, お酒がたしなみ程度に飲める, お酒が飲めない

プライマー n m n m n m

泳
動
方
向50-bp

100-bp

150-bp
200-bp

←135-bp

50-bp

分子量

マーカー

図2-4 本実験における理想的なアガロースゲル電気泳動像

試料試料

判定判定
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レポートについて

1-2-4 レポートには目的、実験方法、結果、考察、課題の解答、
の各項目を設ける。

結果について
1. NormalとMutantプライマーを利用した結果
2日目と3日目の合計4セット（2人組）または2セット（3人組）の結果。

2. Mismatchプライマーと制限酵素を利用した結果
2日目のMismatchプライマーの結果と制限酵素実験の合計3レーンの結果。
遺伝子型の推定以外にPCR断片精製の収率などもわかる。

3. アルコールパッチテストの結果
実験の意義を吟味すること。３枚の時系列写真をまとめる。

4. 遺伝子型推定の一覧表

レポート注意事項

有機・生化系実験 PCR法による遺伝子型の解析

電気泳動像の図について

電気泳動像の写真を張り付けただけでなく、写真の中に必要事項を
書き込むなど、図としての体裁を整えるように

０．泳動方向は上から下へ
自分の試料と分子量マーカーのみトリミング
他人のデータを貼り付けない。

１．図のタイトル

２．図のレジェンド

３．レーンの種類や説明

４．分子量マーカーのバンドの推定

５．目的の増幅断片の推定（その根拠の論理的な解説）

レポート注意事項 有機・生化系実験 PCR法による遺伝子型の解析

課題について

１．「DNA」は単なる名称。 何が「同じ」なのか考える？

２．ヒトゲノムやALDH2遺伝子の構造の中で、プライマーはどんな

場所にアニーリング？

mRNAやタンパク質の構造は問うていない。

３．PCR法との関連で解答。

今回の実験方法との関連も。

レポート注意事項


