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�．はじめに

広島大学医学部総合薬学科・生理化学研究室で

は，�� 月の� �� 日間（午後のみ），学部� �� 年生

（�� 余名）を対象とした学生実習を行っている．

この実習は，「薬品生物化学実習� �」と題し，生物

化学研究等で用いられる基礎的な実験手法の取

得を目的としている．報告者は約� �� 年前よりこ

の実習に携わってきた．この間，該当分野におけ

る研究手法は変化し，「基礎的手法」と呼ばれる

べきものも変化している．これに対応し，実習内

容を変更したいとの担当教員の意向を受け，一昨

年より報告者は，実習の新しい構成を担当教員と

共に検討してきた．本報告では，この経緯の一端

を述べる．

�．変更点について

実習は� �� つのテーマから構成されていたが，

このうちの� ��つ，「酵素反応の速度論的解析」に

ついて大きく変更した．このテーマでは，酵素反

応の速度パラメーターである� ��� 値，���� 値

を ��������������� 解析によって決定することを

目的として実験を進める．以前の実習では，ラッ

ト肝臓� ������������ �����������（���）中の酸性ホ

スファターゼ（���）を酵素とし，��ニトロフェ

ニルリン酸（����）脱リン酸化反応を� ���������

法にて測定していた．また，実験は次の順で進め

ていた．��� 酵素溶液の調製．��� 蛋白質定量．���

酵素反応の酵素濃度依存性測定．��� �� 依存性測

定．��� 時間依存性測定．��� 基質濃度依存性の測

定と� ��������������� 解析．このうち，主に� ���

と� ���� の段階を変更した．

なお，以前の実習では，学生を� �� 班に分け，

�� 班ずつの� �� グループについて異なるスケジ

ュールで行っていた．しかし，変更後に必要とな

った機器類の数量が少ないため，� グループの班

数を減らし，全体を� ��～� 班に分け，�～� 班か

ら成る� �� グループとした．

�．「酵素溶液の調製」の変更について

以下に変更前後の酵素溶液調製手順を示す．

＜変更前＞

��� ラット麻酔

��� 脱血死

��� 肝臓摘出

��� ホモジナイズ

��� 遠心分離

��� ���（��� を含む）を得る

＜変更後＞

��� 大腸菌培養液（対数増殖期）を用意

��� 発現誘導

��� 大腸菌回収

��� 超音波破砕

��� 遠心分離

��� 可溶性画分（����� を含む）を得る

以前は，� 班（���名）が� ��匹のラットより肝

臓を取り出し，その� ���� を調製し，酵素溶液と

していた．近年，酵素機能を研究するための標品

は，生体組織から得るのではなく，遺伝子組み換

え蛋白質として大腸菌，酵母，昆虫細胞等に大量

に作らせることが多くなっている．そこで，酵素

は大腸菌を利用した大量発現系にて調製するこ

とにした．このためには酵素遺伝子が必要となる

が，研究室にて単離したヒト � ������� ��������

��������������（�����）遺伝子を用いることにし
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た．����� は，インスリンレセプター サブユニ

ット中のリン酸化されたチロシン残基を，脱リン

酸化する酵素である．����� の酵素活性は，���

と同様に� ���� を基質とした測定法により評価

できるため，従来の実習と同様の解析が出来ると

考えた．

酵素の調製は，実習時間が限られているため，

����� 遺伝子発現ベクター（������キアゲン社）

を導入した大腸菌の発現誘導から開始すること

にした．対数増殖期の培養液は研究室で用意し，

これを各班に� �� ��ずつ渡し，発現誘導のための

����������������� ��������������（����）を加えて

もらうことにした．発現の誘導は� ��時間程度行

いたいため，���� の添加作業は午前中の休憩時

間に行ってもらい，午後の実習開始時まで� ��時

間半程度誘導することにした．午後の実習では，

培養液から大腸菌を回収・破砕し，遠心分離によ

り可溶性画分を得るまでの操作を行ってもらう

ことにした．より正確な酵素活性測定のため，ま

た蛋白質精製法の学習のため，可能ならば，�����

蛋白質に付加させてある� ����� タグを利用して

アフィニティー精製を行いたいところであった．

しかし，��� アフィニティー樹脂が高価であるこ

と，��� 操作時間が長くなることから，精製は行

わず，可溶性画分の状態で，酵素活性測定するこ

とが出来ないかと考えた．

報告者による予備検討では，可溶性画分の状態

でも，酵素濃度依存性や時間依存性など問題なく

測定出来た．このため，可溶性画分を用いた解析

を行う内容の実習書を作製し，実習のスケジュー

ル等も決定した．しかしながらこの後，研究室の

院生さんに，新しく作製した実習書通りの設定

（器具・試薬量等）にて実験を行ってもらったと

ころ，反応時間依存の直線性が� ���分も持続しな

いという結果が得られた．この原因の一つとして，

「大腸菌可溶性画分中の� �����」は熱に不安定で

あることが考えられた．報告者の予備検討ではピ

ペットマンを使用したのだが，実習ではメスピペ

ットを使用してもらう．メスピペットの扱いに慣

れていなければ，溶液はメスピペット中で温まり，

酵素の失活を招くと考えられた．

学生実習では，使用器具が限られており，実験

者は操作に慣れていない．これらの点を考慮する

と，���� ����� 法で酵素反応を測定し，速度論的

解析を行うためには，�� 分以上の直線的な反応

が必要であると考えていた．従って，「大腸菌可

溶性画分中の� �����」について速度論的解析を学

生実習で行うことは，非常に困難であると思われ

た．以前の実習において� ��� 酵素反応の速度論

的解析が可能であったのは，「ラット肝臓� ����中

の� ���」が非常に安定であったためと考えられ

た．以前の実習が，限られた器具で行えるよう，

よく考えられた内容となっていたことを改めて

実感した．

�．�������� の導入について

上記の通り，「大腸菌可溶性画分中の� �����」

について速度論的解析を行うことは難しいため，

取り止めることにした．しかしながら，遺伝子組

み換え蛋白質の調製法は，学生実習に導入したい

手法であるため，これを「酵素反応の速度論解析」

とは独立したテーマとすることにした．

このテーマには，大腸菌の可溶性画分を調製し

た後，����� の発現を確認するための �つの測定

法を組み入れた．一つは，上記の� ���� ホスファ

ターゼ活性測定を，���� 添加の有無による違い

を確認するという形で残すことにした．さらにも

う一つは，��� ポリアクリルアミドゲル電気泳動

（��������）による解析を導入することにした．

�������� は蛋白質解析の基本的手法であるが，

これまで，機器等の問題もあり，導入出来なかっ

た．

�������� は，以下の手順で進めた．

��� ゲル板の組み立て

��� ポリアクリルアミドゲルの作製

��� 泳動サンプルの調製

��� 泳動装置の組み立てとサンプルの泳動

��� ��� 染色

��� 染色結果の解析（分子量を求める）

各段階とも，デモンストレーションの見学後，

実施してもらうようにした．�～� 班が一斉に煩
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雑な作業をするため，� 班に � 名の教員か院生が

付いて指導をした．円滑にかつ事故のないよう進

行させるため，ゲル原液は研究室で準備し，その

他試薬は各班に配布出来るよう，チューブに分注

した．また，前もって細々とした器具も各班の実

験台に配置した．これにより，ゲル原液をこぼす，

装置が急に故障するなどの小さなトラブルはあ

ったものの，対処することが出来，無事に全班の

泳動結果が得られている．このように� ��������

実習は準備等の研究室側の負担が大きいが，学生

には好評であった．

�．「基質濃度依存性測定と���������������解析」

の変更について

「酵素反応の速度論的解析」のテーマでは，「酵

素溶液の調製」を省略し，市販の� ��� を使用す

ることにした．そして，� 項で述べた様に，「基

質濃度依存性測定と� ��������������� 解析」の内

容を若干変更した．

以前まで講義でのみ取り扱っていた「阻害剤存

在下での酵素反応」についての解析を新しく加え

たいとの担当教員の意向に従い，変更を行った．

具体的には，阻害剤存在下，非存在下で同時に，

基質濃度依存性の測定を行い，��������������� 解

析を行う内容にした．阻害剤には，拮抗阻害剤と

して働くリン酸を用い，リン酸存在下と非存在下

での� �� 値より，リン酸の� ��� に対する� ���値

を求めてもらうことにした．

��������������� 解析では，ピペット操作を正確

にし，かつ酵素反応を適切に行わなければ，良い

結果が得られない．解析値のプロットは直線とな

るはずだが，学生実習の結果では，大きくばらつ

くか，曲線となることが多い．この難しい実験を，

従来よりも� ��倍多いサンプル数について行うこ

とになったため，実習では，正確な操作を行うよ

う，以前にも増して注意を喚起した．また，測定

値の解析では，電卓を用いて面倒な計算を行う．

この作業も� ��倍量以上に増えたため，実習時間

が長引く結果となってしまった．この対策として，

穴埋め式の解析ワークシート�を用意し，使用し

てもらった．多少は学生の負担が軽くなり，実習

時間は短縮したのだが，それでも電卓での解析作

業は面倒であり，苦労して解析した結果が不可解

なものであった班は徒労感を覚えたようであっ

た．

「基質濃度依存性測定と � ��������������� 解

析」の変更は，（面倒なことが増えた為）学生に

は歓迎されなかったようだ．しかし，ここで行う

解析は，酵素の阻害薬研究に欠かせないものであ

り，よく理解し行ってもらえるよう，今後改良し

ていきたいと考えている．

表� ��に，本年度の実習での結果を示す．班間

でかなりばらつきがあるが，その平均値をみると，

リン酸により� �� 値が増加する一方，���� 値

はあまり変化していない．つまり，リン酸による

拮抗阻害を示唆する値となっている．中でも，���，

���，���，��� 班は，模範的な結果を出しており，

メスピペットを正確に使用し，酵素を適切に扱っ

ていたことが窺える．

�．最後に

報告者の研究室では，より時代に即した内容の

実習を行うため，変更を行ってきた．今後もさら

に改良や新規手法の導入を考えている．しかし，

共通実習室の器具・機器の老朽化のため，思うよ

うに出来ない現状がある．これを改善して頂きた

いと願っている．

�解析ワークシートと実習書を，研究室ホームページ上で

公開しています．

��������������������������������������������������
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