医学基礎実習：細胞培養、遺伝子解析基礎技術実習レポート

大学院医学系研究科　H.S.
　遺伝子解析は医学、生命科学研究を行うにあたって欠かすことの出来ない重要な手段である。今回の細胞培養、遺伝子解析基礎技術実習では、細胞培養、培養した細胞への遺伝子導入、導入した遺伝子の発現の検出、という一連の操作を学習した。検出にはウエスタンブロッティング法を用いた。
　ウェスタンブロッティング法とは、電気泳動後のタンパク質をメンブレンに移し取り、注目しているタンパク質のバンドを、抗体を用いてメンブレン上で免疫的に検出する方法である。この方法は感度も高く、抗原抗体反応の特異性も高いことから、特定の分子を高感度で検出する手軽でよい方法であるとされている。今回の実習では、cMycで標識したLH　receptor発現プラスミドを、リン酸カルシウム法によりLH　receptorを発現していない細胞株293　cellへ導入し、Cell　lysateを作成。抗cMyc抗体を用いてcMyc-tagged　LH　receptorタンパク質を抽出し、SDSポリアクリルアミドゲルで抽出タンパクを電気泳動した後、ウェスタンブロッティング法により検出を試みた。
実習は平成１６年７月２３日から３０日の約一週間にわたり、初日に細胞培養、４日目に遺伝子導入、６日目にCell　lysate作成、免疫沈降、ゲル作成、７日目に電気泳動、Blotting、最終日にBlocking、検出を行った。Cell　lysateの作成に用いた既に遺伝子導入済みの細胞（positive　control）、遺伝子の導入されていない細胞（negative　control）、実習にて遺伝子を導入した細胞、それぞれについて、適切な結果を確認することが出来た。

遺伝子導入の際には実際には自分たちで培養した細胞を用いるのではなく、予め培養されていた細胞を使用し、またRunning　Gelの作成は担当教官が作成されるのを見学するのみというように、時間等の都合により、全行程を自分たちの手で行ったわけではない。しかし、経時的に一連の作業を経験し、また、それぞれの作業において、プロトコールを読むだけでは分からない、操作上の具体的なコツも確認することが出来て、私のような初心者には大変貴重な実習であった。
私の場合は、研究を始めたばかりで全くの初心者であり、現在研究対象としている細菌の種の確認のためにPCR法を行った程度の経験しかない。そのため遺伝子解析の重要性は感じていながら、書籍や文献でそれらの手法に関する記述を読んでも実際に経験したことがないため、よく分からない面が多く、近寄りがたい感があった。まだ、今回の実習で自分が行った操作についてすら、その原理や意義を十分に把握していない部分が多々あるが、多岐にわたる遺伝子解析法の一端に触れることが出来て、多少なりとも身近に感じられた。今後、その原理を理解し、研究を進めていく上で適切な手法を選択し、用いていくために学んでいくことの必要性を実感した。これからも、このような実習があれば、是非参加していきたいと思う。
