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1 緒言 

 近年の豊かな食生活による過剰なエネルギ

ー摂取、運動不足による消費エネルギーの減少

に由来する内臓脂肪の蓄積が原因で、メタボリ

ックシンドロームである人が増加している。メ

タボリックシンドローム患者は、心臓病発症リ

スクが高くなることが明らかになっているが、

自覚症状が少ないため、放置しがちになること

が現状である。そのため、このメタボリックシ

ンドロームを早期発見することが必要となっ

ている。 

近年、ホルモンとサイトカイン（ケモカイン）

を分泌する脂肪組織が注目されてきた。ケモカ

インの中で最も注目されている物質が MCP-1

である。MCP-1 は、単球の活性因子で、単球

以外へもさまざまな作用をもち、炎症の際、リ

ンパ球の組織浸潤を促し、各種炎症性疾患で高

値を示す。そのため、MCP-1 を定量すること

により、メタボリックシンドロームを早期に発

見することが可能であると考えられている。 

本研究では、MCP-1 のイムノアッセイによ

る定量を目的とし、抗体作製に必要な抗原

MCP-1 の遺伝子の調製を行った。 

 

2 実験方法および測定方法 

2.1 ゲノム DNA の抽出 

自動核酸抽出装置 Magtration System 6GC（プ

レシジョン・システム・サイエンス）を用いて

ヒト血漿からゲノム DNA を抽出した。 

2.2 PCR 法による MCP-1 遺伝子の増幅 

抽出したゲノム DNA をテンプレートとし、

MCP-1 の Forward、Reverse プライマー（Table1）

および KOD Polymerase（TOYOBO）を用いて

PCR 法によって目的部位を増幅させる。この

ときの条件として、変性温度 94℃（15 sec）、

アニーリング温度 60.0～65.0℃（30 sec）、伸長

温度 68℃（2 min）で 35 サイクル反応させた。

PCR 産物を 12.5 %アクリルアミドゲルにより

分離し、SYBR Green Ⅰ（TaKaRa）で染色し、

バンドを確認することで、アニーリング温度の

検討を行った。 

2.3 プラスミドベクターの作製 

PCR に よ り 増 幅 し た 遺 伝 子 を

pET-100/D-TOPO vector（Invitrogen）にサブク

ロ ー ニ ン グ し 、 TOP10 Competent Cells

（Invitrogen）に形質転換し、LB 寒天培地にま

き、一晩インキュベートした。形成されたコロ

ニーを T7 プライマー（Table1）を用いて PCR

を行い、その後、2 %アガロース S ゲルを用い

た電気泳動により、vector に組込まれたかを確

認した。陽性コロニーの植継ぎをし、一晩攪拌

インキュベートし、プラスミドを PureYield 

Plasmid Miniprep System(Promega)により精製

した。 
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Primer Sequence（5’-3’） 

MCP-1Forward CACCTTCAAGAACCATTGTG 

MCP-1Reverse TTAAGTCTTCGGAGTTTGGGT 

T7 Forward TAATACGACTCACTATA 

T7 Reverse CCACCGCTGAGCTTAAACTA 

Table 1 Primer の設計 
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2.4 MCP-1 の DNA シーケンス解析 

 プラスミドを PureYield Plasmid Miniprep 

System(Promega)により精製した。精製したプ

ラスミドを遺伝子配列解析装置 CEQ8800

（BECKMAN COULTER）を用いて DNA シー

ケンス解析を行った。得られた遺伝子配列が目

的遺伝子配列 MCP-1（NP_002973.1）と一致す

るかをアライメント解析した。 

 

3 実験結果および考察 

3.1 PCR 法による MCP-1 遺伝子の増幅 

 アニーリング温度を 60.0～65.0 ℃に変化さ

せ、PCR を行った。その PCR 増幅産物のアク

リルアミドゲル電気泳動結果を Fig. 1 に示す。

目的遺伝子の分子量は 106 bp であり、アニー

リング温度は、62.2℃でクリアにバンドが得ら

れたたため、最適であることが分かった。 

3.2 MCP-1 遺伝子の組換え 

 スクリーニングを行ったコロニーが陽性で

あるかの確認を行った。そのコロニーPCR の

アガロースSゲルによる電気泳動の結果をFig. 

2 に示す。これにより、T7 プライマー（276 bp）

と目的物質(106 bp)を合わせた分子量である

382 bp 付近にバンドが見られたため、MCP-1

遺伝子が pET-100/D-TOPO Vectorに組込まれた

ことが確認できた。 

3.3 シーケンス解析 

 精製したプラスミドのシーケンス解析を行

った。これにより、MCP-1 と相互性があるこ

とが確認できた。 

 

4 まとめ 

 ゲノム DNA を得るために血液より DNA を

抽出した。その後、Matarin,M らの MCP-1 遺伝

子配列を参考にタンパク質発現をするための

Primer を設計した（Table 1）。 

 MCP-1 は、106 bp からなる遺伝子であり、

目的のバンドを電気泳動により確認すること

ができた（Fig. 1）。 

 MCP-1 遺伝子が Vector に組込まれたことが

コロニーPCR 後の電気泳動とシーケンス解析

により確認できた（Fig. 2）。 
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M：Marker11（pUC19/Msp Ⅰdigest)

1:アニーリング温度 60.4 ℃
2：アニーリング温度 61.3 ℃
3：アニーリング温度 62.2 ℃
4：アニーリング温度 63.1 ℃
5：アニーリング温度 64.0 ℃
6：アニーリング温度 65.0 ℃

67
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M：Marker11（ pUC19/Msp Ⅰdigest)

1:添加量150 μl（原液） コロニー1

2：添加量150 μl（原液） コロニー2
3：添加量150 μl（原液） コロニー3
4：添加量150 μl（原液） コロニー4
5：添加量150 μl（原液） コロニー5

M１ ２ ３ ４ ５
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Fig. 1 MCP-1 の各温度における PCR 産物の

電気泳動結果 

Fig. 2 MCP-1 のコロニーPCR 産物の電気泳動結果 
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