[The gpt Assay of gpt delta Transgenic Mouse]
2008.02.04

gpt deltaマウスの臓器からDNAを抽出する。

STRATAGENE社RecoverEase DNA Isolation Kitを使用。
↓
in vitro packagingによりトランスジーンをファージとして回収する。

STRATAGENE社Transpack Packaging Extractを使用。反応後にSM bufferを加えて使用時まで4℃保存する。（final vol.は300μL/sample程度が扱いやすい。）
①パッケージング効率の測定
新たに組織から抽出したDNAについては、in vitro packagingの後にE.coli C（XL1-Blue MRAでも可）を用いてパッケージング効率の測定を行う。
パッケージング効率の測定は、パッケージングによって回収されたファージの数の「めやす」をつけるための試験である。アッセイ前におよその回収ファージ数を調べておき、効率が低い場合には必要に応じて追加パッケージングやDNAの再抽出を行う。ただし、ルーチン的に試験を行い、パッケージングしたサンプルに含まれるファージ数がおおよそ見当がつくような場合には、毎回パッケージング効率の測定をする必要はない。
○ Time table 
	第x日
	gpt deltamouse DNAのin vitro packaging

	第１日
	plateの作製（λplate,λsoft agar）
前培養の開始(E.coliC)

	第２日
	本培養の開始(E.coliC)　※省略可能

菌液の調製(E.coliC)

infection

plating→ incubation at 37℃

	第３日
	λplate (E.coliC) プラークカウント


○ 菌液の調製
packaging効率の測定（E.coliC使用）に用いる菌液を調製する。

※ 簡便法として、本培養を省略して代わりにovernight cultureを使用しても可。
	{前培養}

小試験管に分注した2 ml LB+maltose brothにE.coliCを植菌する。

↓
37℃で一晩振とう培養する。
{本培養}

必要量の LB+maltose brothに前培養液を1/40 vol.植菌し、OD600=1.0になるまで37℃振とう培養する。

（ OD600=1.0に達するのに３時間前後かかる。）
↓
OD600=1.0に達した培養液は、遠心(4000×g, 10 min at 4℃)した後上清を除き、菌を1/2 vol.のLB+10 mM MgSO4 brothに懸濁する。（計算上はOD600=2となる。）
↓
氷中に保存し、その日のうちに実験に使用する。
	LB+maltose brothは、滅菌済みのLB brothに滅菌済みの20%(w/v)maltose溶液を1/100 vol. (final conc. 0.2%)加えて調製。
packaging効率の測定にはpackaged sample 1本あたり2 mlの本培養液を使用する。濁度測定用に多少の余裕をみておくこと。

本培養中にsoft agar（50℃に保温）、試験管、plate、遠心機、吸光光度計、インキュベーター等の準備をしておく。
LB+10 mM MgSO4 brothは、LB brothに1 M MgSO4溶液を1/100 vol. 加えて調製。


○ E.coliCを用いたpackaging効率の測定

	小試験管にE.coli C菌液200 μｌを分注する。（２本）
packaged sample(300μL)を少量取りLB+10 mM MgSO4 brothで100倍に希釈する。希釈液を5μl加え、vortexで混合する。
↓
incubation at 37℃, 20 min（静置）
↓
（50℃のwater bathで保温中の）λsoft agarを2.5 ml加えて混合し、λplateにまく。（２枚）
↓
soft agarが固まったらplateを倒置し、37℃で培養する。(1 day)

↓
プラークをカウントする。
	分注の直前に軽くvortexをかけて菌液を均一にする。
滅菌済駒込ピペット（5 ml容）を使用する。
一枚のplateに sample 0.05μlが入っている計算で、一回のpackaging　(300μl)での回収phage数を計算する。
（一枚のplateあたりのプラーク数の平均値×6000）


> Preparation of Plates
○λplate
	
	for 1 liter
	

	Agar
	15 g
	

	Bactotryptone
	10 g
	

	NaCl
	2.5 g
	

	H2O
	1 l
	


Autoclave→pour 25 ml/ plate (9 cm diameter).

○λsoft agar
	
	for 100 ml
	

	Agar
	0.6 g
	

	Bactotryptone
	1 g
	

	NaCl
	250 mg
	

	H2O
	100 ml
	


Autoclave→keep at 50℃
前もってオートクレーブをかけ、室温で固まった状態で保存しておき、翌日使用前に再び短いオートクレーブ(120℃, 5 min)で融かして50℃ water bathに移す。
（オートクレーブから出したときよく振って混ぜておく。）
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