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要旨 

最近は分子生物学技術の進歩により、自作しなくても polyA+ RNA からリンカープライマ

ー法により作製したプラスミド DNA 型 cDNA ライブラリーが販売されている。そのため大腸菌

を用いて容易に増幅することができる。本研究では、このライブラリーを用いて黒質に発現

しているタンパクを網羅的に解析した。TaKaRa バイオ社より黒質 cDNA ライブラリーを購入

し、大腸菌を用いてトランスフォームを行った。その後、コロニーをピックアップし、LB 培

地にて大量培養プラスミド抽出を行った。そのプラスミドをテンプレートとして使用し、イ

ンサート外に設定されたユニバーサルプライマー(T7,T3 primer)を用いて PCR を行い、増幅

産物を全ゲノムシークエンス解析した。全ゲノムシークエンス 1) の結果、得られたリードを

ゲノムにマッピングしたところ、9割が EIF1遺伝子であった。このことからマップされたリ

ードは、cDNA ライブラリー由来の約300bp の PCR 産物であることが推察された。そのため、

大量培養したプラスミドをテンプレートに再度 PCR を行い、アガロースゲルで電気泳動を行

うと、約300ｂｐにはっきりとしたバンドが検出された。購入したプラスミドを増やしたもの

は同じものという先入観にとらわれることなく、一つ一つ確認していくことの重要性を改め

て痛感した。 

キーワード： PolyA+、 cDNA ライブラリー、 全ゲノムシークエンス  PCR 

はじめに 

最近は分子生物学技術の進歩により、自

作しなくても polyA+ RNA からリンカープ

ライマー法により作製したプラスミド DNA

型 cDNA ライブラリーが販売されている。そ

のため大腸菌を用いて容易に増幅すること

ができる。本研究では、このライブラリー

を用いて黒質に発現しているタンパクを網

羅的に解析した。 

対象と方法 

黒質 cDNA Library 

TaKaRa バイオ社より黒質 cDNA Library

を購入し、大腸菌を用いてトランスフォー

ムを行った。その後、コロニーをピックア

ップし、LB 培地にて大量培養を行いプラス

ミド抽出を行った。増やしたプラスミドを

template として使用し、インサート外に設

定されたユニバーサルプライマー(T7,T3 

primer)を用いて PCR を行い、増幅産物に

ついて全ゲノムシークエンス解析（ダナフ

ォーム 横浜 日本）を行った。ベクター

マップ、増幅 PCR 条件は図 1 に示す。 

 

2.増幅した templete の検証 

TaKaRa バイオ社より黒質 cDNA Library

を購入した sample と大腸菌を用いてトラン
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スフォームを行い、プラスミド抽出した サ

ンプルをそれぞれ template にし、PCR 増幅

を行った。PCR 条件は、Premix(TaKaRa) 

12.5uL, T7 primer(10pmol/uL) 2.5uL, 

T3 for pAP neo3 primer(10pmol/uL) 

2.5uL, dH2O 6.5uL,  template(50ng) 

1uL total 25uL, 98 ℃  3min, 98 ℃ 

10sec, 55℃ 5sec, 72℃ 2min, 30cycles, 

72℃ 5min.  

 

 

結果 

①  全ゲノムシークエンス 

図 2 に示す通り、マップされたリードの

98%は EIF1 でありその他の遺伝子データは

ほとんど得られなかった。ゲノムにマップ

されたリード（58.006.716 本）のうち、

52.128.402 本が EIF1 にマップされた。 

また、EIF1 の中でも 323bp の領域に集中し

ていた。ペアになるリードの両端にプライ

マー配列があることから、約 300bp の PCR

産物由来であると考えらえた。PCR 産物のサ

イズ分布をグラフに示すと、やはり 300bp

付近に顕著な peak が認められた。このこと

よりシークエンス結果で得られたデータは

この peak の PCR 産物が EIF1 にマップされ

たものと考えられた。（図 3.4） 

 

② 増幅した template の検証 

購入したプラスミドと増幅したプラスミ

ドをそれぞれ template とし PCR を行うと、

増幅したプラスミドでは約 300bp の PCR 産

物が鮮明に確認できた。（図 5） 
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考察 

① 黒質 cDNA Library を購入し、大量培

養を行いプラスミド抽出を行った。そのプ

ラスミドを template として、インサート外

に 設 定 さ れ た ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー

(T7,T3 primer)を用いて PCR を行い、PCR

産物を全ゲノムシークエンス解析した。 

② 全ゲノムシークエンスの結果、得られ

たリードをゲノムにマッピングしたところ、

9 割が EIF1 遺伝子であった。このことから

マップされたリードは、cDNA ライブラリー

由来の約 300bp の PCR 産物であることが推

察された。 

③ 購入したプラスミドを増やしたものは

同じものという先入観にとらわれることな

く、一つ一つ確認していくことの重要性を

改めて痛感した。 
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