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島根医科大学には３年次学生に対する講座配属制度

というカリキュラム・コースがある｡ 学生たちは, 後

期が始まる10月上旬から12月下旬までの約３ヶ月間を

希望講座に配属されて過ごす｡ その主旨は, 学生便覧

の教育課程の説明によると, ｢学生が小グループに分

かれ, 自らが希望する講座での研究に参加したり, 症

例の解説を体験します ,｣ となっている｡ 講座等を

｢一般教育および基礎医学｣ と ｢臨床医学｣ の２グルー

プに分け, 各学生は前後半６週ずつ別のグループから

配属講座を選ぶ｡ 配属期間中何をするかは講座等の裁

量に任されている｡

さて, 一般教育化学教室のわれわれのグループでは,

植物病原菌 (カビの１種) Fusarium moniliformeの加水

分解酵素の構造と機能について, 主として遺伝子工学

的手法により研究を行っている｡ 医学と関連の深い生

化学分野の研究ではあるが, 研究材料がカビなので医

学生の興味を引くまい, したがって希望学生もいない

だろうと高をくくっていた｡ ところが嬉しい誤算とい

うべきか, 化学教室を希望する学生がいたのである｡

しかしじっさいに学生が来るとなると, 何をやっても

らうか考え込んでしまった｡ というのも, 私達のグルー

プは教授１, 教務職員１の小グループで, いくつかの

研究テーマが同時進行しているわけではなく, １つの

テーマに１人の学生を割り当てて研究の手伝いをさせ

るわけにはいかない｡ また, 単に手伝いというのでは

学生もおもしろくないであろう｡ 研究では努力しても

何の成果も挙がらない時期もありうるが, 研究のそん

な側面を知るのも勉強といって澄ましているわけにも

いかない｡ どうしてもある程度確実な成果が挙がるテー

マを与え, 学生に満足感を味わってもらいたい｡ そう

考え, 平成10年度最初に配属学生を迎えたときは, 遺

伝子工学のやや高度な学生実習ともいえる一種のモデ

ル実験を考えた｡ こちらは結果を予測できるが, 学生

にとっては新しいことなのだし, 遺伝子工学の実験手

法を勉強するだけでもよかろうと思ったのであるが,

いざやってみると指導する側としてはどうもおもしろ

くないのである｡ 研究の醍醐味は, たとえ小さな事柄

であろうとも自らの手で新しい事実を見いだすところ
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にある｡ この醍醐味を味わうことなくして, 研究をし

たとはいえないであろう｡

そんな経験を経て, 平成12年度には次のようなテー

マを考えた｡ われわれの研究室では, 植物病原菌のcDNA

ライブラリが確立されている｡ この中からめいめい任

意の１クローンを選び, まずそのインサートの塩基配

列を決定する｡ これをアミノ酸配列に翻訳し, ホモロ

ジー検索を行えばおそらく何か既知タンパクがかかっ

てくるはずである｡ そこでそのタンパクの構造や機能

について文献調査をする｡ ただし, うまく機能タンパ

クのcDNAに当たるか, またどんなタンパクに当たる

かは予測できない｡ そこでこれをcDNA lottery (cDNA

くじ) と名付けた｡ 平成12年度は前後半ともこちらが

指定した定員いっぱい, ２名ずつ計４名の学生がきて

くれた｡ 彼らにcDNA lotteryを引いてもらった結果は

どうだったか, 以下はその報告である｡
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方法

ミニプレップなどルーチンの実験は, 基本的に遺伝

子工学の標準実験マニュアルであるManiatisの実験書

(１) によった｡ また多くの場合, 市販のキットを用

い, 添付マニュアルにしたがって実験操作を行ったの

で, キットの名称と販売業者のみ記す｡

塩基配列の決定は, ABI Prism BigDye Terminator Cycle

Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems)

を用いて反応を行い, ABI Prism 310 Genetic Analyzer

(Applied Biosystems) により測定した｡ この方法では

任意のプライマーを用いることができるが, 配列情報

に基づき適切に設計した20merをPharmacia社のOligo

Express PCRに依頼して合成しプライマーとした｡ 得

られた配列データの解析はまずマニュアル, 最終的に

はGenetyx-Mac Ver 10.1 (Software Development) によっ

た｡

ホ モロジー検索は GenomeNet Database Service

(http://www.genome.ad.jp) に依頼しFASTAで行った｡

指導側の準備

いくらcDNA lotteryとはいえ, いきなりcDNAライブ

ラリから１クローンを選んでもらうわけにはいかない｡

クローンにインサートが入っていない可能性があるか

らで, 指導側である程度の準備はしておく必要がある｡

以下, cDNAライブラリの作成も含め簡単に準備内容

を述べる｡

１) cDNAライブラリの作成

a. F. moniliformeを培養し対数増殖期後期にある菌

体を集める

b. 菌体を破砕し全RNAを単離する

a, bの過程については既報 (２) のとおり

c. BioMag mRNA Purification Kit (PerSeptive Diag-

nostics)を用い , Poly(A) tailをもつmRNAを分離す

る

d. Oligo(dT)プライマーを用いFirst strandを合成する

e. リボヌクレアーゼH処理後Second strandを合成する

d, eの過程ではcDNA Synthesis Kit (Takara)を用い

た

f. cDNAに, 一方にEcoRI切断末端, 他方に平滑末端

をもつ次のアダプター (Pharmacia) を接続する

5�-AATTCGCGGCCGCT-3�

3�GCGCCGGCGAp-5�

g. アダプターを接続した cDNAをLambda ZAPⅡ

Predigested EcoRI/CIAP-Treated Vector (Stratagene)

に挿入する

h. 上で得たDNAをλファージ (Gigapack Ⅲ Gold

Packaging Extract, Stratagene) にPackagingする

２) インサートをもつクローンの選択とPhagemidとし

てのExcision

a. Blue-white selectionでインサートが入ったファー

ジを選ぶ

b. ヘルパーファージを用いて , pBluescript SK(+/-)

phagemidに入った形でインサートをExcisionする

c. 得られたクローンを制限酵素 EcoRIで消化し, ア

ガロースゲル電気泳動によりインサートの長さを

調べる

d. インサート入りクローンをもつ大腸菌をグリセ

ロールストックにする

以上の準備を経て, インサートとして1-2 kb程度の長

さをもつクローンを材料として与え研究に入る｡

実験と学習項目

表Ⅰに実験の内容とその実験を通じて学習すべき内

容を示す｡
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Lottery 1 (石ヶ坪 潤担当)

電気泳動から推定したインサートの長さは1630 b,

塩基配列の決定では1646 bであった｡ 配列決定には３

回の反応を要した｡ 配列は日本DNAデータバンク
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植物病原菌のcDNA Lottery

(DNA Data Bank of Japan, DDBJ) に登録番号

(Accession number) AB071859として登録した｡

このインサートには15 bのPoly(A) tailと, 開始ATG

コドンから終止TAAコドン (112-1182) に至る356ア

ミノ酸残基のタンパク読み枠 (Open Reading Frame,

ORF) がある｡ したがって, 何らかのタンパクの完全

長cDNAであると予想された｡ じっさい, 翻訳タンパ

クをホモロジー検索にかけたところ, ストマチンとい

うタンパクがかかってきた｡ これは, ヒト赤血球膜の

バンド 7.2Bタンパクとして知られる31 kDの膜タンパ

クで, 遺伝的欠失によりストマトサイトーシスという

珍しい溶血性貧血を起こすことから, 最近医学的に注

目され, Stewartによる総説 (３) がある｡ ただし機能

については, イオンチャネルの調節をするのではない

かといわれているが, はっきりとは分かっていない｡

このタンパクは動物界に広く分布しており, 下等動

物のセンチュウ (Caenorhabditis elegans) では機械的

刺激の知覚に関連するタンパクであるといわれている

(４)｡ 興味深いことに, 類似のタンパクは古細菌Archae

にも広くみられるが, これまでのところカビや植物で

の報告はなく, 本研究が初めてである｡ そうしてみる

とストマチンは, 進化的に保存され生物界に広く存在

するタンパクということになり, 機能の解明がまたれる｡

F. moniliformeのストマチン類似タンパクと最もホ

モロジースコアが高かったのは , ゼブラフィッシュ

(Danio reio) のそれであった｡ 両者の配列比較を図１

に示す｡ 全体のホモロジーは28%とあまり高くなく,

とくにC末端部約50残基にはまったく類似性がない｡

図１にはホモロジーのある部分のみ示されている｡ ス

トマチンは疎水性のN末端部を膜に埋め込み, 細胞質

中にある親水性のC末端部で他成分と相互作用し機能

を発揮すると考えられている｡ C末端部の違いは機能

の違いの反映かもしれない｡
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図１. F. moniliformeとゼブラフィッシュ (Danio reio) のストマ
チン類似タンパクの配列比較｡ 後者の配列は, GenPept (GP)(Gen-

Bankをタンパクに翻訳したデータベース) より得た (Locus,

BRY13473; Author, Schlegel W., Schmierer B., Zon L. and Prohaska

R.; Direct submission (1997))｡ 配列比較はGenetyx-Mac Ver. 10.1
のHomology Searchにより行い, 結果をそのまま表示した｡ ＊は同一,

. は同種のアミノ酸残基を示す｡ 上段, 配列番号に�を付してある
のがF. moniliforme, 下段, 配列番号に��を付してあるのがD. reio｡
後者は409残基からなるが, ホモロジーのないC末端側約130残基
は表示されていない｡

実験 学習内容

グリセロールストックを起こす アンピシリン耐性と Blue-white selectionに基づく､ イン
サート入りクローンのスクリーニング原理

単一コロニーを拾って培養しプラスミドのミニプレップ
を行う

プラスミドの性質と調製法

プラスミドをEcoRI制限酵素で消化し､ 生成断片をアガ
ロースゲル電気泳動にかけ､ 長さを推定する

制限酵素の性質
アガロースゲル電気泳動法による DNAの分離法

プラスミドをポリエチレングリコール沈澱により精製し､
濃度を紫外線吸収で決定する

DNAの紫外線吸収スペクトル

インサートの塩基配列決定｡ ベクターの共通プライマー
から始め､ 得られた配列情報に基づいて新しいプライマー
を設計・合成し配列決定を続ける｡ 両鎖を完全に配列決
定する

DNAの塩基配列決定法

cDNAの塩基配列からタンパク質の読み枠を見つける 遺伝コードと mRNAの構造

タンパク質のアミノ酸配列のホモロジー検索を行う アミノ酸配列のホモロジーと進化

ホモロジーのあったタンパク質について構造や生理機能
を文献で調べる

文献調査法
バイオインフォーマティクス

表Ⅰ 実験と学習内容
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Lottery 2 (小田耕平担当)

電気泳動から推定したインサートの長さは960 b,

塩基配列の決定では907 bとなった｡ 配列決定には２

回の反応を要した｡ 配列はDDBJに登録番号AB071860

として登録した｡

このインサートにはPoly(A) tailがなく, どの読み枠

をとってもすぐに終止コドンが現れ, 長いORFをとる

ことができない｡ そこでDNA配列をそのままホモロ

ジー検索にかけたところ, 18SリボソームRNA (rRNA)

の部分配列, ほぼ5�末端側の半分子に相当することが

分かった｡ cDNAライブラリを作るとき , 全RNAから

Poly(A) tailをもつmRNAを精製したのではあるが, 全

RNA中に圧倒的に多量に含まれるrRNAが混入し, Oligo

(dT)プライマーによるcDNA合成の際 , Aに富む領域

にプライマーが結合し合成が始まったのであろう｡

cDNAライブラリにはこのようなクローンも混入して

いることを認識させられる結果となった｡

rRNAは生物界に広く分布し , その塩基配列は生物

分類の良い指標になるとされている｡ 事実ホモロジー

検索では , わずか3 bしか違わない同属のGibberella

pulcarisをはじめとして , さまざまな生物の18S rRNA

がかかってきた｡ 図２に中程度のホモロジー (88%)

をもつ酵母 (Saccharomyces cerevisiae) との配列比較

を示す｡

Lottery 3 (小川祥子担当)

電気泳動から推定したインサートの長さは1590 b,

塩基配列の決定では1756 bで, 両者はやや食い違って

いた｡ 配列決定には３回の反応を要した｡ 配列はDDBJ

に登録番号AB071862として登録した｡

このインサートは23 bのPoly(A) tailをもち, 5�末端

の直後に始まりTGA終止コドンで終わる , 516アミノ

酸残基のタンパクをコードするORF (2-1552) をもつ｡

開始ATGコドンで始まっていないため, 不完全長cDNA

ではないかと推測された｡ タンパクのホモロジー検索

では, 5-アミノレブリン酸シンターゼ (EC 2. 3. 1. 37)

がかかってきた｡ この酵素はスクシニル-CoAとグリ

シンからヘム生合成の最初の中間体, 5-アミノレブリ

ン酸を合成する酵素である｡ ヘムは呼吸鎖シトクロム

の補欠分子族であるから, 当然すべての生物に必須で,

分布は広い｡ 最もホモロジーが高かったのは, 同じ子

嚢菌Ascomycotaの１種であるコウジカビ (Aspergillus

oryzae) で , 72%のホモロジーがあった｡ 配列比較を

図３に示す｡ 図から, われわれの得たcDNAはN末端側

約100アミノ酸残基に相当する部分が欠けていると推

測される｡

Lottery 4 (福島理恵担当)

電気泳動から推定したインサートの長さは910 b,

塩基配列の決定では874 bとなった｡ 配列決定には２

回の反応を要した｡ 配列はDDBJに登録番号AB071861

として登録した｡

このインサートは22 bのPoly(A) tailをもつ｡ また,

開始ATGコドンから始まり終止TAAコドンで終わる ,

241アミノ酸残基のタンパクをコードするORF (33-

��

図２. F. moniliformeと酵母 (Saccharomyces cerevisiae) の18S
rRNAの配列比較｡ 後者の配列はGenBankより得た (Locus,

YSCRGEA; Author, Mankin A. S., Skryabin K. G. and Rubtsov P.

M.; Reference, Gene ��, 143-145(1986))｡ 配列比較はGenetyx-Mac

Ver. 10.1のHomology Searchにより行い, 結果をそのまま表示した｡
＊は同一塩基を示す｡ 上段 , 配列番号に�を付してあるのがF.

moniliforme, 下段, 配列番号に��を付してあるのがS. cerevisiae｡ 後
者は1798 bから成る｡
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758) をもつので, 完全長cDNAと考えられた｡ タンパ

クのホモロジー検索では, グルタチオンS-トランスフェ

ラーゼ (EC 2. 5. 1. 18) がかかってきた｡ この酵素

はさまざまな外来物質にグルタチオンを抱合させ解毒

を行う酵素で, 抗癌剤など薬剤の代謝に関与している

ため医学的に興味をもたれている酵素である｡ ヒトな

ど哺乳類の酵素は, α, μ, π, σ, θ, ζのクラスに

分かれる｡ 動物だけでなく, バクテリア, カビ, 植物

などに広く分布しているが, アミノ酸配列上のホモロ

ジーは低く, 変異の幅が大きいことが知られている｡

つまり, この酵素は進化の過程で早く出現し, すみや

かに進化を遂げてきたタンパクであるといえよう｡ 意

外にも, ホモロジー検索では哺乳類のζクラスとの類

似性が高いという結果が出た｡ 図４にヒトζとの配列

比較を示す｡ ただしホモロジーは限定されたものでし

かなく, これでF. moniliformeの酵素がζクラスである

という結論を下すことはできないが, 興味深い結果で

ある｡ カビ類の酵素も多く報告されているが, それら

とのホモロジーはさらに低い｡ ということは, カビ類

でのこのクラスの酵素のはじめての報告例ということ

になる｡

F. moniliforme cDNAの特徴

真核生物のmRNAに対応するcDNAはPoly(A) 付加

点の15-25 b上流によく保存されたAATAAA配列をも

ち, これがPoly(A) 付加シグナルとしてはたらくとさ

れている｡ しかしここで配列決定したcDNAは, いず

れもこの規則に当てはまらない｡ すなわち, ストマチ

ン様タンパクcDNAではPoly(A) 付加点の上流20 bに

AATATA, 5-アミノレブリン酸シンターゼcDNAでは

上流43 bにATTATC, グルタチオンS-トランスフェラー

ゼcDNAでは上流17 bにAATGAAがあり, これらがPoly

(A) 付加シグナルと推定される｡ 既報のリボヌクレ

アーゼF1のcDNAでも同様であった (２) ので, これ

はこのカビのcDNAの特徴ではなかろうか｡

講座配属研究の総括

全体としてこの講座配属研究では所期の目的を達成

できたと評価している｡ とくに, 自分の手で新しいこ

とを見いだす喜びを学生達に味わわせることができた

のは有意義で, 彼らにも好評であった｡ じつは平成10

年度に, 内容的にはまったく同じながら, インサート

として, あるファージの制限酵素断片をもつクローン

を与え実習を行っている｡ ホモロジー検索でファージ

DNAをヒットし, どの部分がインサートとして入って

いるかを明らかにしたのであるが, 既知の配列にいき

当たるのと新しい配列を見いだすのでは感激がまった

く違う｡ その点でわれわれの狙いは当たったといえよう｡

この研究の核心はDNAの配列決定にあるが, 機械で

打ち出された配列データをコンピュータ解析するとい

うのは, あまり教育的でない｡ チャートのピークを一

つ一つ目で確認しながら, 塩基配列を写しとり, それ

��

図３. F. moniliformeとコウジカビ (Aspergillus oryzae) の5-アミノ
レブリン酸シンターゼの配列比較｡ 後者の配列は, GPより得た
(Locus, AF152374; Author, Elrod S. L., Jones A. and Cherry J. R.;

Direct submission ( 1997))｡ 配列比較はGenetyx-Mac Ver. 10.1の
Homology Searchにより行い, 結果をそのまま表示した｡ ＊は同
一, . は同種のアミノ酸残基を示す｡ 上段, 配列番号に�を付し
てあるのがF. moniliforme, 下段, 配列番号に��を付してあるのが
A. oryzae｡

図４. F. moniliformeとヒト (Homo sapiens) ζクラスのグルタチオ
ンS-トランスフェラーゼの配列比較｡ 後者の配列は, PRF protein se-

quence databaseより得た (Locus, 2404297A; Author, Board P. G.,

Baker R. T., Chelvanayagam G. and Jermiin L. S.; Reference,

Biochem. J. ���, 929-935 (1997))｡ 配列比較はGenetyx-Mac Ver.

10.1のHomology Searchにより行い, 結果をそのまま表示した｡ ＊は
同一, . は同種のアミノ酸残基を示す ｡ 上段 , 配列番号に�を
付してあるのが F. moniliforme, 下段 , 配列番号に��を付して
あるのがH. sapiens｡
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をアミノ酸配列に翻訳するという手作業をやってもらっ

た｡ はじめは, なんでそんなことをやるの, という雰

囲気だったのが, 配列データに意外に間違いが多いこ

とを発見したり, 読み枠が違うと終止コドンがひんぱ

んに出てくることを悟ったり, ずっと続くORFを見つ

けて喜んだり, けっこう楽しんでいるようであった｡

もちろん最後には, コンピュータ解析の方法を教え,

手作業とつき合わせてみたのはいうまでもない｡

こちらでは考えていなかったような教育効果もあっ

た｡ 医学を学ぶ者は, 共通の性癖として, ヒトとそれ

に近い高等動物にしか興味がなく, きわめていびつと

もいえる生物観をもっているものであるが, 配列比較

を通じて広い生物世界を感じ取らせることができたよ

うに思う｡ もっとも, なぜカビの研究なぞするのか,

という正直な感想も聞かれたが｡ 結論として, この講

座配属はおおむね成功といってよいと評価している｡

しかし問題がないわけではない｡ 化学教室の側の人手

不足という問題はさておき, カリキュラム・コースと

しての一般的問題点を考察してみる｡ まず, この講座

配属のカリキュラムにおける位置付けである｡ 学生は

一般教育を含む基礎医学等と臨床医学の２回に分けて

講座配属研究を行う｡ 前者では基礎医学研究に参加,

また後者では臨床医学の場で症例解説などを体験, と

いうのが建て前になっている｡ ではなぜ, 基礎医学の

勉強を始めて間もない３年生のこの時期に行うのか｡

彼らはまだ基礎医学全体のスコープをもっていないの

はもちろん, 臨床医学の勉強に至っては始めてさえい

ない｡ 自らの興味にしたがって配属講座を選べといわ

れても, よく分からないというのが正直なところであ

ろう｡

また, 研究を体験するという意味では, ６週間, 実

質20日ちょっと, それも午後だけというのはいかにも

短い｡ また学生の方は, この期間にも講義があり, い

ろいろな試験も入ってくるので, 研究に集中するのは

難しい｡ こんな状態で研究の現場に放り込めば, 悪く

すれば足手まとい, よくても学生自身は何をやってい

るのか分からないうちに終わる, ということになって

しまいかねない｡ 研究である程度成果を挙げ満足感を

得るには, どうしても予めよく練った実験計画をスプー

ン・フィーディングで与える必要があるように思う｡

ただ, それでは学生実習と同じようなことになってし

まう危険性があり, 兼ね合いが難しいところではある｡

臨床講座への配属は, 学問的な意味は分からなくても,

学生はほとんど臨床医を目指しているので, 将来の自

分達の姿を現在の医局員に重ねて想像することができ

るのは彼らにとって興味深いことだと思われるが, 学

問的内容の理解ということになると困難であろう｡

以上いろいろ建て前を述べてきたが, じつはこの講

座配属制度は, ３年生のカリキュラム編成の都合でで

きた, というのが本音のところなのである｡ つまり,

学士入学の３年生が２年生といっしょに解剖実習をやっ

ているこの時期, 一般入学の学生は何か他のことをし

ていなければならない, という理由で生まれたのがこ

の制度である｡ とすれば, ｢理想論をいっても始まら

ない, とにかく学生が講座に行って雰囲気を味わい,

教官と親しく接する契機になればよいのだ｣ という議

論もあながち的外れとはいえない｡ しかしそういって

しまったのでは, 学生は講座配属の基準をどこが楽か

におくようになり, 制度の空洞化が進むだけであろう｡

いろいろな悪条件を乗り越えてこの制度を定着させる

には, それぞれの立場で最善を尽くすほかはない｡ と

くに受け入れ側の熱意は最も重要なファクターと思わ

れる｡

� �

文献検索法では, 講座配属学生のために図書館で講

習会をわざわざ設けていただいた｡ ここに深く感謝す

る｡
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