7/17のミーティング
＊振動班
[image: ]というようなモデルにおいて。




このモデルでは、ただの波の重ね合わせだった。（outputはC）
⇒閾値を持たせた応答。ｋ７がstopするとｋ６も止まる。ある瞬間になるとゼロになるように。
なぜsimulationを行ったか？
2つの振動の組み合わせでどんな波ができるか調べるため。
⇒とりあえずHastyのを作ってみよう。
実験計画
使用するもの
①araC・②lacI（パーツとして存在）
③yemGFP・④degradaion　tag（SSRA）（これはプライマー二つ頼んでアニーリングで作るのもあり）・⑤lacI/araC　promoter（この三つはクローニング）
↓
promoterとか①・②とかSSRAとかをくっつける
↓
全部ひとつの大腸菌に導入（DH12S株が有望。もともとaraやlacIを抑制されている。）
↓
みどりに光る！
ここまでにかかる時間・・・2週間かな。
＊付加価値食品
もっと簡単な方法見つかったよ！！
S.diastaticus（5106-9A）のgenomeDNAからSTA1をクローニング
酵母シャトルベクターに入れて（1日）、E.coliで増やす（１晩）
↓
プラスミド抽出
↓
S.serevisiaeに入れる（１日）

＊動脈硬化班
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GAL1promoter
Kozak
LDLR
terminator
)①LDLRを過剰発現するプラスミドの作成（7月から8月第一週）



上のようにコードしたプラスミドを作成する。
・LDLRのbiobrickを作る。
ヒトLDLRのcDNAから両端に制限酵素サイトEcoRI、XbaI、SpeI、PstIをもつLDLR遺伝子をPCRにより増やす。（EcoRIとPstIの制限酵素サイトがある。）
↓
PCR反応液からDNAを精製
↓
PCR産物と、iGEMパーツをXとSで制限酵素処理をする。
↓
電気泳動にかけ、XとSで切れたLDLRの遺伝子と、iGEMパーツのvectorを切り出す。
↓
切り出したものをライゲーションする。
↓
電気泳動で確認
＜同時に、GFPとfusionさせたものも作る＞
・terminatorパーツの作成
invitrogen　pYES2はGal1promoterを使ってterminatorをCyc1で行っている。
この配列は
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/310741?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Sequence.Sequence_ResultsPanel.Sequence_RVDocSum
より、
g　aattggtcga tcaggtattg ctgttatctg atgagtatac gttgtcctgg ccacggcaga agcacgctta tcgctccaat ttcccacaac attagtcaac tccgttaggc ccttcattga aagaaatgag gtcatcaaat gtcttccaat gtgagatttt gggccatttt ttatagcaaa　gattgaataa ggcgcatttt tcttcaaagc tttgcaaatt aaagccttcg agcgtcccaa aaccttctca agcaaggttt tcagtataat gttacatgcg tacacgcgtc tgtacagaaa aaaaagaaaa atttgaaata taaataacgt tcttaatact aacataacta taaaaaaata aatagggacc tagacttcag gttgtctaac tccttccttt tcggttagag cggatgtggg gggagggcgt gaatgtaagc gtgacataac taattacatg atatcgacaa aggaaaaggg gcctgtttac tcacaggctt ttttcaagta ggtaattaag tcgtttctgt ctttttcctt
（541塩基）
Pubmedだと、S288C株にあるみたい
・promoter＋Kozakのパーツ（７D）とLDLRを組み合わせる。
相同組み換えの利用（相同組み換えの確率は低い）
http://www.iac.saga-u.ac.jp/lifescience/researches/research2.htm
もしくは、XとSで切った後のLDLRをbiobrickにすべて使わずに残しておいて、Sできった７DにこのLDLRを入れる。
（セルフライゲーションの確率が高い。）
・terminatorパーツに上のパーツを入れる
・GFPの配列
ATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATG
GGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTAT
TTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCGGTTATGGTGTTCAATGC
TTTGCGAGATACCCAGATCATATGAAACAGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCTGAAGGTTATGTAC
AGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGA
TACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAA
TTGGAATACAACTATAACTCACACAATGTATACATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTTA
ACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCC
AATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGAT
CCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGG
ATGAACTATACAAATAA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_011521.1/?from=4419&to=5135&report=fasta
Neisseria gonorrhoeae 

②酵母にプラスミドを導入
酢酸リチウム法や同じくザイモリエースを使った方法がある。
③細胞壁をザイモリエースで溶かす（スフェロプラスト化）
今のところ、10ng/mlから1mg/ml（かなり透過性が上がって、膨らむ。論文では小胞を顕微鏡で観察するためにこのくらい入れたみたい。）の幅がある。5mg/mlだと完全に溶けるみたい。また、膜タンパクの発現を調べるために、GFP　fusionタンパクを発現するのに、５０µg/g of wet cells（5×10^7cell/mlまで増やしたもの。500ml分を遠心機で沈殿を取り、10mlのYEPDに溶かしたものに対して。）の割合で用いられていた。
④ガラクトース培地において、誘導発現。
⑤膜に挿入されたかを確認。
GFPをくっつけた方のLDLRがどこに行くか。ただし、GFPをつけるとリソソームに運ばれることもあるみたい。（ここまで八月中に行えたら理想的）
⑥LDLコレステロールを吸収するかを確認。
LDLをRIラベル。
LDL濃度の変化。
＜＜酵母の株はどれを使うかはまだ未定。化学生命工学科のテストが終わり次第、酵母のスペシャリストに質問に行く予定＞＞
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