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その遺伝育種学的利用に関する研究

掛田克行

199 1 



rJ 次

結 論・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ー・・・・‘・・・・・・・・・・ー.I I I • ~ ~ I • .. • ~・・・・・・・・・・・・ 1 

第 I編 画像解析怯を聞いた植物染色体の特性解析・・・・・・・ー， .・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 3

l芋説・・..・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・~ I I • • 4 ， ， ， . I・・・・・・ーー 3 

第 1:~戸 阿保断!析訟によるオオムギの肱引分析・.，..... I I ，. 11・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 5

部 1珂j 紺言・.f I I ， I • I ， I f I I I I • f f I • ， . t I ， ， ， ， I I I I I t I I ~ f I I I 4 • I I I I I・・・・・・・・・ 5 

第 2町 I:IIJUJ肱板像の自勘定主t.. . I • • • I I l'， . I・a・・ a・

1 材料およびプ'Jjl1. I • • I I • • • I • • • • I I f I • • I • I ".  .. • • .. • I I I • t I I I I • I • • • .. • • I ... s 

2 結果・・， .・・・・，.I 1" I I ，. ，. I '''' I I I I 11 I IーI， I I • I ~ I I I I I I I ， I • I ，... . I I I • I I 7 
音，l'I..::;:岬再出・・， .・・・・ f'11""  I・・， ，・・・・ e・11'" "1'"・・・ 4・・・・・・・・・・・・・ー・・・・・・10

第 3叩 肱却1およびNバンドパターンの定m的解析・・・・・・・・・・・・ 6・・・ a・・・・・・・ 11

1 材料および方法 II，... "'" "'" t...・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ー・・・ー・・・・・・・11

2 結果 II I t，...，.... " 11 I l' '" """  I '"''  I I I " ""・・・ー..I • III I ， . " I I ••• '1.3 

3 論議・・・・・・・・・・・・・ー・・・・ t"I • • • • I I • • • I I i- i- . I I I • I I I i- I I I I I .' II I • I • • • • I '18 

第4節 分裂ステージの進行にともなう核担の変化・・・ I11 I " 111.  " """・・・22

1 材料および方法"'" I ""  f ，.. I I I ""  1，1-1'"・・・・・・・ i II i..  I I '"'' 11・・・・22

2 結果"'"''I 1. f I I '" I " .11'  t， I I f " 1. I ，'，.，...， 1..・・・・・・・・ー・・・・・・・・ 4・・23

3 論議 rI I ""  ，. ，..... ，. ，. I I I ，.. I 1，... I t ，.1 II11  I111 1. I f .111  l' ，...・・・32

第 5節 摘J要1，.， 11'"  1..，111..11  ..，. 11..1111.  I 1 . 1 1 1 11-1-II11 11 11'・・・・ e・・33

第 2m 画像パラメータ"凝縮!W"を川いたイネ体制l!1闘染色体の識別・・・・・・・・・・35

部 1即 紺吉・・・・・・・・・・・・ー.. I • ， . I .. I • I I • ， ~ 1 • 1 1 • 1 1 1 • I・・ 111111 t 11 1-1. I 1・・・・35

第 2即 材料およびプfjilll .'，・・・・・・・・・・・ー・........t ，. i. i i. i-i.... ，1... i...・35

第 3即結果..1'11111 I I t I I I 11 J t 1 1 I I f '1 l' 111.1'， I 11. I 11，11 11 t.. "，.， 1'" ・・36

第 4節 論議ー・・・ 1...11. f 1 i i 11.  J 1 1 1 1 .1111-.'111... 111'  111 1-11 11-1-111 "11"  1・40

第 5師 摘要ー・ 11" I 1 1'''' 1. 11，1 1 I I l' I " I 1 ，..1..  I 1 1" 1，・・・・・・・・ a・・・・・・・."H 

部 H編 分染訟を川いた刷物染色体の特性解析・・・・・・・・・.."1  t.. i 1・・・・・・ v ・・・・・・42

rf，. fð~" • • 1 • 1 I 1 1-1 1 1-. ..・・ 1f 11 1-1" t t"...." 1"・・・・・・"・・・・・・・・..I I 1..  I 1 I・・・・・・42

第 3m オオムギにおける CおよびN分染訟を川いた染色体榊造変異の解析・・・・H

却 1即 紺I言， "・・・・・‘ I1 I • I 1 • 1 • I 1 1 • 1 I I I ， I • I ， ，，' i 1 • ， . ， ， t • ， . . I ， I ." ， I • I ".  • I I_~~ 

第 2師 cおよびNバンドパタ ンからみたヘテロクロマチンの分化・・・・・・・・45
l 材料および方法ー・・'‘， f I .. • ， l' • • 1 f I ， 1 1 .". 1 I • I • t • • ， . I I • .. 1 I 1 1，' . . . ， '，t・・・45



2 結果・.I l' l' t.・・・・・・・・ j " l' • t 1 I j 1 I 11' I I 1 1 1 1 I I 1， I I •• • I • I I I I I 11. I 1 I，Is  

3 論議・..・・・・・・・・・・・・・・・ e ・・・・・・・・・・~ 1 1 I I I 1 1 1 ~ ~ 1 1 I ~ I 1 .. 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I .・・ 5 2

部 3師 材JIi.転l車系統における切断点の{立間決定ー~ 1 1 ~ t 1 1 I ~ ， 1 I t 1 I 1 1 I I 1 ， I 1・・ 55

1 材料および方法・・ 1 I • • I I I • • I I • ~ ~ I 1 t t ~ 1 I j • ， I I t I I 1 • • I I 1 I I t 1 1 I .. I 1 1 • I 155  

ノ2 結果・ I 1 1 I 1， 1. 1 • ~ t ~ ， 1 • t ， I 1 I • 1 .1， I ， ': I 1，" I .・・・‘， ， 1.' I ， 1 • • I I ，.. I • • I ~，・・・・・・・ 55

3 論議 I • 1 I t t • 1 1 I ~ ， 1 • 1 I • I 1 1 I I 1 • • • • 1 I 1 • I I I 1 ， I I I I I I • 1 ~・・・・ e ・・. . ， 1 I '.1' 01  

第 4節 摘盟・・・・・・・・・・・・・・・・" 1.1..1 ・・・・~ I • • 1 I 1 • 1 • I I 1 .. .・'‘""" t・・・・ 's3

第 IPi1: トウモロコシにおける G分染法のJJf.Jlfo・・・・・・・ 1 • 1 I I I 1 1 ~.I • I • ， 1 I ， ，. I 1 1・・ 6 5

節 1 即 紺'百.I " I 1.1' 1 1.1・・・・‘・・‘ .11 I 1.' I I 1 '.' I I ，.. I '" I I I 1.  I III I・・・・ 65

却 2 即 材料および方法・・..1. I I 1'" 1. I 1・.11 I " 1 1 t " ，.，.， 1 t， l' " ，...， l' I f I '05  

第 3節 結果・・..・・・・・ II 1" 11 I I .11.'  I 1..，1， I 11. I 11，...'. 1'111"'"  I 1・・・・ 61i

第4節 論議・ 1'" 111"  .'"， t..，. 11 11 111111・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 71

第 5 師 摘要・・ t" 1 I i' 1. 1 1 1.11"  1 11 1 I 11 1. 1. I t I 11" I 1'"・・・・・・・・・・・・・， . 1 t 7~ 

第皿編 免疫学的および分子生物学的手法をJ!jいた刷物染色体の特性解析...・ー.. . 7s  

序説・・・・・・".，.....t..・・・・・・・・・ー・・・ e・・・・・・ ".1，.t・・・・・ 1.11.11 "''''  " I 1.1..・・ 7(i

部5:1者 抗日rdU抗体を川いた材i物染色体の担割パターンのj腕.肝・・・・・・・・・・・・・・・・77

第 1師紺苦 I I • • • • 1 • • 1 1 1 ， I 1 1 • 1 1 1 • I 1 I • • ， 1 1 • I I 1 1 1 1 • 1 I I 1 1 • 1 I I t t 1 ， . . I • I ~ ，.， 77  

部 2即 材料および方法・・・・・・・・・・ー・・・・ー .1 I t・・・・・ e・・・ a・・・・・・・・・・・・・・・・・・77

第 3町 結果・・・・ 4・・・ e・・・.. 1 1 1 ~ I 1 1 j 1 • 1 1・・ 11. t 11...11..11 1- ..1  1'"  1 t".  1.・'79

卸 4聞 論議・ I1 t..  1 1.....'  I 1，. I I I " 1 I I I III I I I I曾.I 1. II I・・・・・・・・・・ 6 ・・・ a・88

蹄 5 即 摘要・・・・ー・・・・・・・・・・・・‘ a・・・ e・・・・.1 1 I ， I 1 I I ，. . . . 1 1 • I I • • '" I I I I 1 I " • 89  

第 6草 in situハイプリダイゼーションによるイネ rRN八泊伝干の

マッピング・，.t 1 ，...， ，.1 I l' 11  1 I11・・ー，.""""・・・・・..・・ t1 I 1 t t I t • • Hl 

節1.師 紺言・・・・ 111' "1"  1 1 t， 1 I 1 ・ e ・・・~ 1 1 I I 1 • • • 1 ， ~ . I 1 1 • 1 1 i • 1 1 1 j ・・・・・・・・!).!

却 2 印 材料および方法・・・・・・・・・・・・ I， . . I I I ~・・・・・・・・~. . I ~ I • 1 I I I I I ， I ， 1，' I 1 ， 9 1 

部 3即 結果 t "'"  1'"''  1'"  t 1'"  l'・・・・・・・・..・・・・・・・・・ 1 • t I 1 ，. ，" . 1 i I 1 I 1 192  

部 4節 論結ー・・・・・・・・・.1 1 • • ，. I • • 1 .. ，. I 1 1 I 1 • 1 1 • • t I 1 ， . . I ， I I I ， . ， I • • • ， . ， ~ 1 1 ~・・ 93

部 5 即 摘堕・・・・・・・ 4・・・・・・・・・・・・・・・・・・ a・・， . . I ， ， . I I • I 1 • 1 I • 1 1 • • I • • I I • .' ~・ 95

J 品 目-・・・・・・ II1111 I・・ 1.. I 1'.11111  I 1 l' "・・・ I111 " ""  I I 1 ，. I 1 I I 11 I I 11・・・・・・・・ 9s

謝 昨・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ー..1 1 • ~ 1 I i i 1 I I • 1 1 • 1 1 1 1 I 1 1 I 1 1 I • • I I • f • I I 1 I 1・ー・・・ 10日

引川文献・・ー・・・・.I I • • ~ 1ft I • 1 • I I 1 I • t 1 ， I ~. 1 1 I 1 1 • ~ 1 I・.~ 1 I " 1 ， i • 1 1. 1 1 • 1 1.・・・・・・・・ 10]  



緒論

柑i物のi世{云育事n学において従来染色体の研究が県たしてきた世¥111]はきわめて大きい。そ

の応用服|刑はゲノム分析法あるいは岐1i'!)}折法をJTJいた荷分化・系統逝化の岬1問、民数体

あるいは転臨・欠央等の染色体間五Ji児7ile をもっ系統を利川した地伝子l也間作製など‘の1.i~礎

的研究から、人為市数休の作11.1、染色体部分のi出換または添加lを利用した近縁取からの有

JlJ 形質の部入などの ~ITJ 的研究まで広加な分野にわたっている。 Lかしながら染色体の fW

折世についてみると、刷物においては現荘でも、染色体数の確認、械数分裂加における染

色体対合型の間接、染色体の長さや腕比に~;~づく核担分桁などの古典的手法が川いられて

いる場合が多く、この点で分染訟をはじめ柿々の染色体帥折訟が高度に尭述している助物

とは:x<JJ!tt的である o

動物においては197031'代初期における稲々の染色体分染法の問先を契機として染色体の

研究が飛踊的に尭屈した。ヒトをはじめ多くの動物種では分染法の利問により全染色体の

同定が可能となったほか、染色体の珊々の柿造変異をごく微調JIなレベルで検111することが

可Ii~となった。このことによりとくにヒトにおいてはきわめて詐制な染色体地問の作製に

閲する研究が逃匝した。一方制物においても多くの踊で分染法の手IJJTJが試みられたが、分

染訟が有効であるのは一部の事fiに|明られ、バンドが!lI現する場合にも動物の染色体で臨摂

されるような詳細!なバンドパターンは認められなかった(武久19H)。このため前物にお

いてはまだ染色体の同定さえ不完全な朝が多く、太糸JUJ分析の口~1mなごく一部の有fi を i除き、

ヒ卜で行令われているような染色体の許制11な肝析が間離である。

近年刷物のi世伝宵稲研究においては*1111出融合や辿伝子操作等の出1/'1出・分千レベルでの研

究が急速に進IEしている。これに仲い、士!?翌細胞からの円分化刷物における染色体変異や

体制|胞雑布i植物における染色体構成の僻折、あるいは形n転挽刷物における部入迫伝子の

染色体押入部位の特定など、多くの場1mで染色体制斑のID.嬰性が高まっている o また現在

撒hな材[物聞において辿伝子のクローニングや RFLPマーカーの!I1離が制力的に行われ、

これらを日]いた詐刺|な染色体地 I~I作製の仕事が進行している o 染色体地[却を完成させるた

めには、最終的に遺伝子および R1" L P マーカーが~I聞の染色体上のどの部仇に{立問する

かを決定することが必要となるが、そのためには間々の染色体の詳細!な解析が不可欠であ

るo また動物では現荘、 rp.自ft• ;盟}JIJした決色体をJ1Jいた染色体別泣伝子・ライブラリーの作
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l点(橋本1986)あるいはマイク口ディセクションによる特定染色体印分の切り 11.¥しとそこ

からのj自伝子クローユング(Ludeckeet a'1， 1989; PorieJies et 81. 1989)等の新しい染色

体工学的手法の開発が進んでいる o 拒f!/o/Jにおいても将来、このような新手訟を利刊してい

くζ とが期待されるが、その場合iこもまずFI的とする染色体(部位)を特定できることが

前提となる o 以上のような割状を考慮すると、相'jI/1IJにおいてはまず撒白体のi時別・|司51:、

さらには染色体・の徴*111な構造変異の検/JIを行うための染色体僻析手法の開発が急務といえ

るo

本研究は以上の観点ならびに現状に 1i~づき、オオムギ、イネ、トウモロコシ等を供試し、

和'j物における新しい染色体解析手訟を開発するとともに、それらの手訟を円]いて刷物染色

体の形態、 t'可造および機能に閲する前特性をlリlらかに Lょうとしたものである。本論文で

はまず前 I編において珊像解析法を問いたオオムギの核型分析ならびにイネの体制I1包染色

体の識別について、つぎに却H舗において分染訟を!日いたオオムギおよびトウモロコシの

染色体柿造の解析について、さらに却皿編において免疫学的手法を川いた植物染色体の担

割パターンの解析ならびに Jみ SJ・tuハイプリダイゼーションによるイネの地伝子マッピン

グについて、得られた結果を論述した。

-2ー



第 I編 間保解析法を用いた梢物染色体の特性解析

序説

従来相i!/VJ染色体の調査には標木作捌から検鏡、写真作成に王るまで多大の労力と 1時間が

要求され、とくに柴色体の観察には長年の軒l験を柏んだ研究者の|ヨあるいはカンといった

要諜がm視されてきた。一方ヒ卜においては1960年代から染色体検証措萌の効率化・省力

化を目指して染色体の而像解析に閲する研究が続けられ、医醍研究機関においては現在ヒ

ト染色体mの自動回i像解析装111が史!日化されるに至っている (Piperand Lun【Jsteen1987 

Zeidlet 1988) 0 :ffi'i物の染色体研究においても副iJ像解析t去を実用的に利用することがで

きれば、従来から問題であった染色体調査の効率化が大幅に進むとともに、染色体の官請情

報にl却するより客観的・定m的な解析が可能になると期待される o このような問点に基づ‘

き、柄引:(1985)は刷物の染色体を対象とした町像解析システム GH 1 A S (Cllromosome 

Image Analyzing System)を開尭し、染色体制定のための品本プログラムを構築した。木

編は耐像解析法による染色体調査の劫耶化、核型およひ'バンドパタ ンの定惜化、および

染色体識別のための新たなパラメータの掠需を目的とし、 CHIASを川いてオオムギお

よびイネの染色体の間像解析を行ったものである o まず第 1 1:主ではオオムギを ij~試し、 C

[-[ 1八SによるrlJWJ肱肢像の|司朗j検山から棋型およひ'バンドパターンの測定までのー迎の

調査を実拙し、画像解析法の実川哲1:を検討した。また測定した 25Dilo1のr111UJ核板における

棋型のデータを分裂ステージ問で比較し、分裂ステージの進行にともなう核却の変化のパ

タ ンを調査した。つぎに館 25有ではイネにおいて前中期染色体の揖制度の~いを c [-) [ 

ASをJTJいて定rn化し、これを新たなパラメータとして体制胞染色体・の客観的な識別を行

っfこo

本論lご入るに先立ち c[r I八sによる出色体の解析手JI闘について述べておく o その概略

は以下の.iiliりである。まず解析の対象とする染色休像をプレパラート上に見111だす。この

過担は [~I 副走査ステージおよび n即'IH\ r.，l詰問を用いて自動化することが可能である o 適当

な染色体像が見つかれば、それを顕微鏡に取り付けた TVカメラを通じてアナログ制報と

して取り込む。写真入力装Wlを叩いて ~Ef_t~から染色体像を入力することも可jl~である。入

力された岡像的判はディジタル変換能阿像メモリに記憶され、カラーモニタ一上に写しiIl
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される。画像メモリ rl:1のfllfl像間報はフロッピーディスクに移して記掛し、後日脚折田するこ

とができる O 染色体阿保は 1jifiii而あたり 512x 512 岡誰から柿j成され、各副業は 25ßlq~調

の濃度拙(グνィレベル〕をもっ。 CHr八s，こはI明i像処畑!に必嬰な隙々な機能がそれぞ

れ独立 lしたコマンドとして数10開閉用意されており、それらのコマンド11"はデータモニタ

ー上に表示される。染色体問i像のIWfJrはタブレッ卜上で‘カーソルを掛作しながら帥折目的

に応じて必25なコマンドを湿び、各コマンドlζ適切な条件を与えることによって進めてい

く。条件設定を終えたー辿のコマンド昨の配列が決まれば、その手l闘をプログラムとして

畳録できる。プログラムは|匝H寺l呼びUJすことができ自動実行も可能である。処酬を行った

染色体画像はフロッピーディスクに記錦するほか、カラーイメージレコーダーを通して写

真フィルム上へあるいはプリンター上に打ち山して記錦することができる o ff(IJ定データは

通常、 nllJ定と同H告にデータモニター上に諜示させるとともにプリンターに打ち山させて記

」錦する。その他 CHJ八Sのシステム梢成、ハードウェア、ソフトウェアに|到する詳細lは

踊 ~I: (985)およびF'ukui(1986，1988)を書nt¥されたいo
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第 1章 画像解析法によるオオムギの舷型分折

出1師紺言

PukuiC198B)は染色体jihj偉fpHJi"システム CIII八Sを川いて核担保の取り込みから骸型

分析の終了までの過和!を牒郁化し、この方法によって刷物染色体の調査効部は従来よりも

大幅1;:向上し得ることを報告した。木市:では、オオムギを川いて CHIA8による1'1:1JDJ核

担保の自lfyl楠山からとt，自動的核担分析、バンドパターンの測定までのー辿の解析を実施し、

C!!l八Sの実用性を検討するとともに、そこで得られたオオムギ染色体の時特性につい

て論述した。

通常の染色体調読においては染色体棋木から解析の対象とする良肝な核桓像を掠 Llf.lす

過 fli1 にかなりの/1寺 HfJが聞やされており九この過釈が l~uniJ化できれば染色体調査の効率は杭

段lζ向上すると考えられる。この間点からまず節 2珂jでは C[.11八Sを附いてプレパラー

卜の 1~I !lUl fË資による良好な肱版像の自動検11\を行い、その効耶を検討したロ

画像解析法はiE"ii(Jiで客観的な定JH的情報を大JIt・迅速にmめ得るという点にその特長が

あり、したがって染色体の長さや腕比、・さらにバンドの {i'r. li~lや大きさなどの定民的パラメ

ータの副.lliEにきわめて有効と:考えられる。このような制点から、第 3師では C11 I八Sを

用いて 250冊の半数官1:怯披を解析し、オオムギの肱到ならびに Nバンドパターンを硝定す

るとともに、染色体の長さに自11え新たに染色体のl阿保上の町古nおよび濃度体制を削IJi::し、

植2担分析におけるこれらの定m的パラメータの有効性について比較・検討した。

染色体の相対1~および腕比は異なる分裂ステージ 1m、例えば太糸 1町内の早期と l血 JDJ の 1m 、

あるいは太糸101と体制11胞11'JVJの間で変化することが示されており、その服|苅として品染色

体の政和i耶がステージrmで見なることが示唆されている(Iloand Kasha 197~; Luciani 

et aL 1988) 0 一方、儲担を故航的に表す場合には一般に体制IIJ出IIIJtJ]の染巴休が川いられ

ているが、染色体の相対長および腕比が休期111出[11J国内の分裂ステージ間で変動するかどう

かについて許しく淵斑した報告はない。そこでW4即では、前日pで訓IJJt:したオオムギのtll

朋 250按肢を 1核板内の総染色体長によって[1'1.[11 JU1から完全[11JYlまでの 5つのステージに

分閉し、各ステーグ聞での各染色体の紅凶I長および腕比の変化のパターンを調:rtf:Lた。つ

ぎに分裂ステージの逃行にともなう丹染色体の踊制本の変化のパターンを数1ft的に表し、
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ステージ問での核抑の変化と染色体の椛縮パターンとの|問辿を制班 Lた。

部 2師 1'/1 JVJ被恒像の[1助走資

1 材料およびブf法

オオムギ (2n"'H)品事n-あまぎ 2条'の稲子をl汲水油紙を!肱いたシャーレに捕き、2.7"C

の光条件下で琵担させた。約1.cmにflll長した稲子相の拙拙を切り取り、これを O也の燕耐

水 rl:1 で 2~ 1I年間 ììíi処 1m した陸、メタノールー酢階 (3: l)でliI寺IIlJ回定したo 同定した担端を

水洗した後、 3rcの帝京j夜 (11%セルラーゼオノヅカ RS、1.%ベクトリアーゼy23、75

m)l KCl、7.5m1dNa2 EDTA、pllt0)1・IJ で ~O分間榊離した。解離した担端iは水洗i麦、 l スライド

グラス上で回定植を滴下しながらピンセットで和|かく砕き、続いてスライドグラスをアル

コールランプのi(!iで幌くあIぶった能風位した。染色体樹木はSorensenのリン酸躍苗液(

1/15M， pIl5.8)で希釈した 1%ギムザj直で20分間染色し、水洗・風抵の後、 Euki口で封じ

た。一部の標本については無染色のままカバーグラスをかけ、{立制器開撒鏡下で制:併した。

I~I ifvJtE班とは顕微蹄ステーヅが指定した師で自動的に動くのに対応して CHl'A Sが舟

視野ごとに;慌版保の有加を判断することである o ステーグの最小移動帆はO.25μmであり、

指定したステップ数ごとに I~I !IVJ j，t~ ilミ補正を行うことができる o

自動走査にあたってまず断拙蹄のffi柄、走査官ru或、視野数などの掛作条件をr&Ji!するこ

とが必j嬰である o オオムギの品~{:';-.. 顕微鏡{正取は約25íl~' (対物レンズ 16{~X' X 1'/.1 HIJ前期l.fi

倍=25，6昨)が適当であった。 m勘定班における走査制域と珪:m:方式は|雪11-1に示 Lたと

おりである o まず 18x18mmのカバーグラス内の1/1央付近に 4つの:iEfi間域をJEめ‘各制I塊

それぞれに走査の蛤点を設けた(隠1.1.-1 a， b)。つぎに 1走査制J或を 22x22視野に分i'flJL、

各視野を左よから右下にかけて順次 I~I 動的 1;: 走査した(問11 -lc， d;なお|来日目lcでは視野

数は 6x6嗣!bIfに問時化 Lて示しである)。このとき 2つ以上の視野iこまたがづて存:(Eする

;核肢の取り践しを防ぐため各幌町の縦柿抗J1 j'~J をm闘させて定斑した。1'1助j，(~ )託事!i.iF.は 8

l岡野ごとに行った。

国野内 iこ怯板m~があるか~かの平'J断は以下のように行った。まず剖野の阿像の各jË査輯l

上の拙度分布山鯨をとり、間I.ft分1¥i1!1i和~の川 I~.II が散しい:iËfi綿をカラーのオーバーレイラ

p
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Fig.l-l. Scanning region and process in the autoscanning. (a)Chromosome slide 
(b)Scanning regions (c)Scanning route of subfields in a scanning region (d) 
Metaphase plates and nuclei in a subfield. 

インで表示する。オ ーバーレイラインが表示 されなければ CIII八Sはその視野内に肢仮

らしき像はないと判断して次の回野に進む。オーパーレイラインが表示されればその視野

を田i像としてとりこみ、 4見!町内に良好な核阪があるか否かの判断を行う。条件に見合う核

肢があればその核阪の市心l滋原をデータディスクに記録し、次の視野に移る。

自動jE査による核仮の検山効ホを淵査するにあたり、染色体数が揃い、かつ染色体どう

しの置なりがない紘仮を良好な紘板と した。 自!日I)ili査終了後、走資制域内の全視野をモニ

タ ー に写 して肉眼による淵斑を行い、 I~I llY} ili ftにより良好な絞肢がどの程度検1.11されてい

るかを検討した。

しム
L
y
f

，
公
的

2 あ!;巣

回1.1- 2および 1~l l -3にC11 1八Sによる絞仮の判定方法を示 した。まずオ ーバー レイラ

インが表示 され絞脹らしき像があると判断された視野の阿i像 ( 1~ll -2a)をノ ーマリゼ ーシ

ョンフィルタで処翌日してゆ11ft¥'のコ ントラストを強調した(低11-2b)。この間像より l照明ム

ラ等の歪みを取り除いた後、ある一定の濃度稿1mを染色体傾域として定め、染色体制域を

I~I (1旧るさ 255) 、パックグラウンドを烈 (1旧るさ 0) とする 2M間像をつくった ( 1~ll -2c)。

2 (j自画像より 50~ 200 i凶紫の而引をもっ粒子を染色体・とみなして羽11111し、 そのm心を点と

して J~ り山した (1~ll -2d)。

1111 /JIした染色体・(粒子)昨がrj1 JUJ絞板像であるか否かの判定は以下のように行っ た。 回1

1. -3のように 7本の染色体の市心が取り 111されたJt}のには、まず名染色{本のm心から矢印

-7一
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Fig.1-2. Process of the automatic detection of metaphase plates by the CIIIl¥S. 
X detailed explanation of each step is given in the text. 

Fig .1-'3. Schematic representation of the process for determining metaphase 
plate by the CHIl¥S. Explanations are given in the 1:ext. 
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のように半伍80岡識の円をjNiき、同一I'J内に 3~~I以上の直心が合まれていればそれらは同

この {~I の場合は破線のI'J内に合まれる 5 本の染色{本が 1ーの染色体111に偶サると考えた。

つの地色体ll'f.を構成している o つぎにこのようにして求めた染色体111がIjlJUI核担保である

の数(n )に);~づいて判断した。 本実験では nがか否かはm，内に合まれる政色体(杭千)

9以 1:.および10以.J.の各染色体1lf.をrJ11Ul核版像とみな8以上、7以上、6以上、5以J:、

ごとに rl iJUJ 紘板像の I~I 動検 1.11 :劫準を検討した。nのfli'[(nの条件)して 1':1!fljJ ili:査を行い、

表1.-1は[qlOJjE査によって肉|間判定による良好な掠版をどの程度検111できたかを示した

ものである o ギムザ染色したプレパラートを川いた場合には、肉|恨判定による良好な怯・坂

(n = 5) では 349~~1 の核版 (g~.l%)のうち、条件 1375伺 (5枚のプレパラ ト合計)

を自動検1.1.1することができた。とくにプレパラー卜 lおよび 2ではこの条件のもとですべ

ての良好な肱肢を検1.1.1することができた。良好な肢J肢の検山耶は nの虻iが大きくなるにつ

では 5枚のプレパラ 卜の平均で~n 7%となった。一方1m( n = 1 0) れて減少し、条件 6

染色のプレパラ 卜を!日いた場合には、位相控染色体操のコントラストがきわめて低く、

で最もI主い結果が得ら(n = 7) この届合は長fil:2良好な核阪の自由'f検11¥耶は低下した。

5枚のプレパラート平均で88.5%の良好な肱較を検f:!.¥することができた。れ、

Tab1e 1-1. Efficiency of met日phaseclel巴ctionby autosc日nning

No.of good Good metaphses det巴cted
metaphases by 8utoscanning 
il1 an 
u日stainedCond.l'Cond.2 Cond.3 
sl ide (11~5) (11~7) (n閏 10.)

No. of good metaphases detected 
by autoscann1ng 

No.of good 
m巴taphases

1n a 
sta1n巴d
slide 

Concl.l *Concl. 2 Cond. 3 Cond.4 Cond. 5 Cond. 6 
(nロ5) (n~G) (n~7) (n盟 s) (n=9) (nal0) SJidi3 
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59 
(56.7) 

* Cond.ition (Cond.) 1 to condit10n G were app1 ied to the Giems日-stai ned sl i(1巴s.
t Cond.itions 1 to 3 ¥iere app1ied to unstained slides under ph日se-contrastmicroscopy. 
* v日1ues1n par:enth日sesar:e per:centages. 

54 92 
(77.1) (sB.5) 

104 
(100.0) 

349 331 333 320 320 2日C
(93.1) (日日.3) (ss.!l) (!l5.3) (日5.3) (74.7) 

Total 375. 
(100.0)守

['J肋検1.1.1されつぎに [U!f~) ili:斑で検1.11された倣を肉|出で:検定したありmを表.1-21こ示した。

た散の'1:1には良好な核舷以外に染色体の市なりのある肱板、染色体散が揃っていない核眠、

n =10の条件では、 4坊主1:1.¥像に

I!iめる良貯な紘肢のjliIJf:iはギムザ見品色像の崩合19.9%、加染色{阜の場合 7.2%であった。
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Tab1e 1-2. Classification of the metapha5e plates detected by au七oscanning

Condition't Condition土

1 2 3 4 5 E 1 2 3 
Cl臼55決 (n田 5) (n自 6) (n胃 7) (n=8) (n=9) (n=10) (n=5) (n国 7) (n=lO) 

Good metaphases 12.1 14.6 17.3 18.1 19.3 19.9 3.8 6..4 7.2 
Metaphases with 
14ロhromosom白S 31.9 38.0 41.0 39.1 39.0 10.8 21.日 24.5 24.6 

Other metaphases 16.0 14.6 12.3 12.9 12.1 10.3 22.日 22.5 21.7 
Prophases 
白ndanaph日ses 16.，0 14.2 14.0 14 .1 13，， 7 12.3 6.3 3.6 3.2 

Others 21.1 18.6 15.3 15.9 15.8 16.7 45.1 43.0 43.3 

Total 100.0 100.0 10日.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
(2887) (2274) (1930) (1765) (1661) (1408) (1404) (1446) (日23)

Note: Data are g1ven 1n peI'centages and the numbers 1n the parentheses are the tota1 number 
of the objects automat.ic日llypicked. up. 
* Met日phasepla七eswere separately counted a5 good metaphases， metaphases with 14 chromo-
somes h日vingovedapping or 'attached sites， and metaphases with 1ess than 14 chromosom巴s.
Others inclucl巴 nuclel， cytoplasmicdebris，巴tc.
t Gi巴旧日a-stainedsl1des. Data are given on 七heaver日gesof five glass【 slides日mples・
t Unstained sljdes. Da七aare given 011 the averages of tllr巴巴 glass-slidesamples for n=5 and 
on those of five glass-slicl自 samplesfor n回7Elnd n=lO. 

nく [0の条件下では、 nの舶が減少するにつれて良灯・な肱肢とは言えない検出像が耳(/)Jnし、

全検JU像に I~í める良好な怯板像のilJリ合は湘減した。

3 論議

ギムザ染色を行ったオオムギの染色体標本ではプレパラート内にある良好な按艇の90児

以上が自動検/Jlされ、 CUI八SによるE'11fVJ;i.Ë班が十分~J日に耐えることが示された。た

だし良好な核肢の検出不および全検1.1¥倣に，.':iめる良灯・な核艇の卯10はnの仰によりかなり

変化するため、研究の目的，こ応じて n のIfi'(を適!且-に設定する必，~がある o 伊lえばプレパラ

ート内の肱恒散がきわめて少なく、良好でないものも合めてできるだけ多くの抜肢を;検11!

したい掛合には nの舶を小さく設定し、プレパラー卜内の故甑教が多くなるべく良好な肱

甑だけを挽111したい場合には nの仰を大きく設定することが適当と勾・えられる o -1;制染

色の染色体像を川いた場合には全険111倣に占める良好な抜版のl'm合がかなり低くなること

がIIIHI[iである o これと同惜の川閣は、染色体とパックグラウンドとのコントラストの器の

小さい分染像を用いる場合にも生じることが予恕されるo こうした問題を帥決するために

は、染色体Rln曜を取り込むl照に川いるテレビカメラの岬像IJrの改良、あるいは阿保上でパ

ックグラウン lごから染色体をtJlllJIする際にJUいるソフトウェアの改良について検討する必
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要がある。

第 3町 棋型およびNバンドパターシの定JH的解析

1 材料および方法

材料には 2条オオムギ品稲.New Golden .の ~I~数体制物 (11= 7)を JU いた。 半数体制物は

Ne町 Golden'左 I!βIIJboSII/lJとの交雑からi専られたものであり、脱水省出業研究センタ

ー(現熱市民業研究センタ一〕稲忠正胤ji，l}，士より譲渡された。

半数休刷物より新鮮な根端を切り取り、それを ooC の?器開水 rl' で lS 、 20および 2~時間前

処理 Lた後、メタノールー排間(1:1)で 111在HH間定 Lた。染色体棋木は1Iii師で述べた階紫

解剖'~-焔 1立法により作製 L た。染色体標本は凪:~iL:1麦、キシレンで封入してカバーグラスを

かけ、 1rr~染色のまま位相控顕微鏡で観接した。館本から全く illなりのない rl:J J田染色体般を

理び、その位相差保 om徴鏡i古都2000 1t~t)を CH 1 A 81こより間保としてとりこんだ。画

棋のとりこみ後、 N分染訟をJlJいて染色体の同定を行った。 N分染処却!は Sing)Jand 

Tsuthiya(1982a)の方法に従って行い、スライドをH"Cの1.M Nalh 'PQ" 栴挫で 3分間処

現した後、 30分間水洗 L、SOTensenリン酸鰻街T1U.clハ5M、pIl6.8)で1.%に希釈したギム

ザ液!とて数11寺1111柴色した。

C H [， A Sによる染色体の解析は 250核肢の位相珪染色体岡像をmいて行い、 N分染法

により同定した染色体ごとに名J胞とサテライトの長さ、 l百fNおよび平均拙l克を測定した。

悶1.-~はその測定過棋を示したものであり、ð!IJ定手/1聞は以下のとおりである o まずJ!日明ム

ラを補正した位相珪染色体岡像 (I~ll -~a) の I別 11fTのコントラストを強制し(回1 1. -~b)、そ

の画像よりある醜lrl柿'1聞を染色体制j或色して羽IJ山し、 2{i百回像lをつくったc.居J1 -~ c)。つ

づいてメディアンフィルタを叩いてパックグラウンドの知1かいごみを取り|徐き、さらに臨

った染色体以外の mi分をカーソルで指示して (1~ll イd)完全に取り|除いた{図 1 ~~e)。岡

慢の濃度反転を行って最もH許い濃度を 255、最も明るい酷肢を口とし、出1立のRiい部分ほ.

ど地位位が大きくなるようにしたn この濃度反転剛偉から 2 他岡県 ([~Il-~e)rjl の撒色体

部分を有1ItI :1 した後、各染色体を 21自の大きさに拡大した (1~ll イ Üo つぎに瑚JiIT休および

二次狭窄部位の中IJ}}IJを容易にするため染色体を舵l立に応じて15巴に荷色した。者色jj日像上
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Fig.l-t1. Sequential representat~on .o! m~jor ~mage analysis ~teps for the 
phase-contrast image-of a haploid barley chromosome spread. Bar=10 pm. 
^ detailed explanation of each step is given in the text. 

でilU)Jj主体および二次~~:~\{立に綿を iJ Iき、染色体を 2つのj腕あるいは 2つのl腕とサテライ

トに分別した(限1.1.- 4g)。染色体の長さは染色体 111 車Ihm\ に沿って日|いたお~ (1~ll -4h)の長

さとし、各l腕およびサテライトごとに ül1j定した CI~11 - 4 1)。染色体・ の ~Iij 倣.1:.のifii杭(以下

-12-



而有iとH予ぶ)および}F.j勾脱皮のiJllj定もお腕およびサテライトごとに行った。 nl1j定終了後、

染色体の長さ、[而柏、濃度体制およびそれらのl腕比(煩腕/長j腕)をパラメータとして核

型分析を行った。なお濃度体制とは染色体の而有iとその平均脱皮の:fi'!で示される伯、すな

わら画像上で染色体を梢成している全師紫の濃度怖を統合した値である。s[lj定データの統

計計3草はSPSS統計パッケージを川いて行った。

染色体の N バンドパターンの前i像解析は 20核板の良好な N 分染像 (1~l l -5に一例を示す)

の染色体間像を川いて以下のように行った。まずノーマリゼーションフィルタをJ.fJいてバ

ンドの|リ!附のコントラストを強制し、ついで各染色体画像を 2倍の大きさに拡大した。さ

らにこの間像を濃度に応じて15色に若色し各バンドの境界を肉|阪で判定した後、各バンド

およびインターバンドの長さを染色体111車111綿の万向に沿って測定した。

6 

2 

1 

7 

5 

Fig.1-5. N-banded mataphase plate of haploid barley. Banded chromosomes of 
this quality were used to quantify the banding pattern. Bar=lO pm・

2 結果

表 1-3 は長さ (a) 、而硝 ( b) および it~I主体制 (c)の3パラメー夕 、ならびにそれぞれの

腕比について名染色体の250核阪の平均仰を示したものである。 t-検定の結梨、 3つのパ

ラメータとも多くの染色体111)で統計的に有志な悲 (α=0.0])が認められたが、長さについ

ては節 3・第 7染色体の川および卸 4・却 7染色体の川で、lTIi:fi'lおよび限度体制について

。J
司
E
4



Table 1-3. Mean r巳lativevalues* of length，. area， densi.ヒy volume and their mean 

ai:'m tatios af the respective c'hr.omosom邑百

a. Length 

ChromOsome Long arm shor七日工m Total l¥rm r.aヒiost No. of 
chr.oniosam巴s

(Meah土 CL) (Mean土 CL) (Mean士 CL) (Mean 士 CL) obsetv巴d

1t 7.346土0..051 7.135土0.045 14.481士0.072 0.97'1f.0.0086 250 

2 8.425土0.058 6.947土0.054 15.37l土0.085 0.827土0.0080 250 

3 8.348土0.055 6.473土0.048 14.821士0.075 0.777士0.0076 250 

4 7.899土0.057 6.403土0.050 エ4.302土0..082 0.813土0.0079 250 

5 7.287土0.052 5.163土0.042 12.449土0.068 0.7]止士0.0074 250 

6 6.988士0.049 6.651土0.047 13.639土0.073 0.954土0.0089 250 

6 with sat. 6.959士0.073 4.453土0.059 1ユ.411土0.095 0.642土0.0108 100 

Sat 2.275+0.045 100 

7 9.079土0.060 5.854士0.050 工4.933土0.077 0.647土o.007l 250 

7 with sa七. 9.264土0.088 4.134土0.095 ユ3.398士0.117 0.447土0.0117 71 

Sat 1.832士0.048 71 

* Relative 1ength (area， density val1:1ni巴) was calculatニedfor each metaphase platニe

by the forniula ( length (arsa， density volume in pixel.) of 巳ach chr.omosome / 

total length (Brea， density volume in pixel) 0王 S巴venchromosames i'ncludirig 

satellit二es (sat噌 rof ametaphase plate x 100 1， and aver.aged. CL shows 95も

confidence 1imit. 

t Arm raセ主o was calcula tニ巴dby averagin~ the .arm ratio of each of 250 chramo-
somes.. 

:/: Idlogr.am of Chromo百ome1 was shawn upside down in ・1目9.1-7，as explained in ヒhe
text. 

]コ.Area 

Chromosorne Long arm Short arm Tbta1 λr.rnr.atios No. of 

chr.omosomes 
(Mean土 CL) (Mean 土 CL) (M己an土 CL) (Mean土 CL) observed 

エ 7.372:1:0.062 7.143土0.058 14..516土0.092 0.973士0.0116 250 
2 8.406土0.066 6.968土0.063 15.373土0.101 0.831土0，0089 250 
3 8.330壬0.067 6.518士0.058 ユ4.848士0..096 0.785土0.0088 250 
4 7.939土0.068 6.524土0.058 14.463土0..100 0.825士0.0087 250 
5 7.292士0.064 5.172士0.055 12.465士0.094 0.712士0.0088 250 
6 7.109土0.056 6.569土0.056 13.678土0.088 0.927士0.0095 250 
6 with sat. 7.097土0.088 4.282士0.067 11.379土0.132 0.605士0.0092 1.00 
sat 2.313千0.054 100 
7 9.048士0.072 5.612士0.051 14.660士0.088 0.623土0.0076 250 
7 ¥oJ1tニh sat. 9，.229士0.130 3.815士0.091 13.044士0.1A7 0.415土0.0122 71 
Sa七 1.808→0.064 71 
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Tab1e 1-3. (Conti~ued) 

c. Densitニyvo1ume 

CllromosOme Long arm 8110rヒar.m Tolニal λt:m rati.os ND. of 

chr.omosomes 
(Mean 土 CL) (Mean 土 CL) ( ~1白 an 土 CL，) (Mean 土 CL) obsetved 

ユ 7.373土0.065 7.125士0..062 14.499:1:0.095 0.971土0.0116 250 

2 8.348士0.069 6.966土0.069 15.314土0.107 0.837士0.0099 250 

3 8.335土0.070 6.572土0.064 14..907土0.102 0..792士0.0098 250 
4 7.943士0.07ユ 6.592:t0.061 14.535土0.103 0.834士0.0097 250 
5 7.264士0.070 5.218士0.060 12.483土0.099 0..722土0.0103 250 

6 7.1ユ8土0.058 6..57.2土0.059 エ3..690土0.089 0.927土0.0105 250 
6 with sat. 7.119土0.091 4.304土0..070 11 .424士0.135 O. 606:t0. 0098' 100 

Sat 2.286ト0..058 100 

7 8.976土0.074 5.610土0.，057 14...586土0.088 0.628土0.0086 2'50 
7 withsat 9.181土0.134 3.813士0.096 12.994土0.150 0.417士0.，0131 71 

Sat 1.756+0.069 7.1 

は第 1・節 4染色体の 11¥1および節 1・.tn7染0.休の聞で有志器 (α ，，0.05)が認められなか

った。つぎに毘11-6aは 250核肢について 1核版ごとに各染色体の長さの順位を決定した

後、各順位内に占める染色体の閣制と蛸位を示したものである。この聞から lリiらかなよう

に染色体長の順位は核版間で大きく変動し、例えば第 2染色体は 250詰阪の平均値では最

長であった(表 1-3a)が、第2染色体がl最長染色体である紘一肢は全体の的50%にすぎなか

った。このような染色体の11則立の変動は長さの腕比について([1:Sll-6b)、さらに同組、出

肢体制およびそれらの腕比についても同様に認められた。以上のことから Iij]らかなように、

いずれのパラメータを川いても各染色体を完全に同定することは不可1mであった。

表1.-~は各染色体における 3 つのパラメータ I I\J およびそれらの腕比liil の相出l保散を示し

たものである。これらの相関係数はすべて有意 (α=0.01)であった。長さと而制IllJ、長さ

と鵡l立体制IUJ、およびそれぞれの腕比1mの相|珂係数はいずれの染色体ともほぼ O.5~ O. 7 

の和四の砲を示したのに対し、同日iと拙IJ[体制!日]およびそれらの腕比問の相関係数は 7本

の染色体の平均でそれぞれ 0.928および O.952と非常に高い胞を示した。したがって而閣

と拙j主体制とは五いに代替可能なパラメータであると唱えられた。

つぎに長さ、而割および世肢体制のうちどのパラメータが染色体の識別に最も有効であ

るかを見山だすため、各パラメータに閲する分散分析を行った。その結果、表 1-5a1こ示

すように、 3つのパラメータとも分間比([t' )はO.1出水市で有意となったが、]i'{j(.(は長さ、

[面酎、世度{本町iのIIIITで大きくなった。これと同織の結巣は 3つのパラメータの腕比に閃し

民
U

吋

1
4



ωωωωωωω  
E BB B g B E 
o 0 0 0 0 0 0 

888告告告 8

11111111l 

-
m国
何
回
日
F
h
Q
H
-
m
-
H叶
印
HHHV
口

叶

叩

白

k
r
H
c
p
d明
白

H
M
ト
甘
日
間
山

m
由
自
c
m
O日
O
判
岡
山

U

刷

O
m
ω
H
V叶
叶
什

ωUFE雨
的

し

H
O
ω
μ
ぷ
凶
ロ
ω
↓
[

E
L
F
-
2
副
首
O
的国岡山
Q
E
ω
回
国
国
判
官
軍
(
門
以
)
苦
凶
B

H

刷

0

0

ロE
戸

国

吉

岡

〔

国

)
A
H回
日
ω
H
O目
。
自
国
O
H
A
U

同
o
h
o匂
H

O

M同
国
h
H
O
H白
川

F
O
H
H
F
U
O臥
ω
ω
'
H
A
U
F
H
Z
ト

C
川

F
.門
的

O
E
o
m
D
E
O
H
H占
U

U明
o
m
ω
刊
O
ロo
d
u
o
-
H
h

，c
l
H
・
凶
刊
旬

訳

O
O
F

国
民
O
同

C
E
D
H
n
u
h
H
o
h
u口
曲
目
V
由

H
h

o
m
 

h
N
u
u
u
山川けいけいけいけ一一一一一一一一一一一一一一いいいだいい

.-x・
O 

ドIJ) 

司1官τd <1雪1?4dT?1<lI1! I? U T ll1 P¥ 

叫lfiUuτJロ 0下1I?.:t IU.J:官 ;):0 :rep.:to司UI?日

ぱ3寸T"" 

由
民
O
回

O
E
O
H』
口

刷

o
h
u口
町
田

V
U
H
h

決

O
O
F

O 
10 

時肉食、t...向
拘 d

h守合
合、，'11

内向
I 合、h
.，.，内
合 W

命肉

、"、z
h、(1

¥'l ¥， 
白台
合内

h 拘命。
向。
命的向。
合内

)'( 1干
自由

" 合
命ずd

l・" .，'， 

.0 

O 
，.... IJ) 10 寸M rぜT"" 

<llEτd 9SI?4d官1<1山官 U1叫11M

lf"16U冒I 白血OSOUIO:rIl:J 主o :l司p:rO ){UEU 

po 
司
E
a

・

伺



T昌ble1-4. Correla七ioncoerficients beヒweenlength 
(L)， area (11) and density volume (DV) 

a. Total volume 

A : DV 

1

2

3

4

5

6

7

 

0.915 

0.930 

0.938 

0.940 

0.944 

0.919 

0.912 

L : DV 

0.605 

0.622 

0.619 

0.647 

0.651 

0.641 

0.494 

Lλ  

0.649 

0.682 

0.650 

0.660 

0.699 
0.703 

0.585 

Chromosom色

0.928 

0.005 
0.611 

0.021 

0.661 

0.015 

λverage 

SE 

b. Arm raヒio

A DV 

1

2

3

4

5

6

7

 

0.946 

0.955 

0.949 

0.949 

0.962 

0.947 

0.953 

L DV 

0.583 

0.583 

0.643 

0.502 

0.573 

0.594 

0.593 

L A 

0.579 

0.593 

0.666 

0.522 

0.589 

0.621 

0.609 

ChromosOm己

0.952 

0.002 

0.582 

0.016 

0.597 

0.017 

Average 

SE 

ても得られた(謀1.-5b)。また 3つのパラメ タのうち、最大染色体(第 2染色体)とi位

小染色体(措 5染色体)1mの平均仰の琵は長さにおいて最大となり、各染色体・の平均値の

信頼区1m(α=0. 05)の大きさは長さにおいて最小となっていた(表 1-3a)。以上の結果か

ら長さ、而拙および拠肢体制のうち、オオムギ弛色体の識別に最も有効なパラメータは長

さであると結論された。

この I~Iでは図 1-7はオオムギ染色体の N分染像のイディオグラムを示したものである。

染色体の各!腕の長さは 250接取の札l対長の平均 (I~( (表 1-3a)、各バンドの{川町および師は

20肱較の N分出保の回融解析により得られたデータに基づいている。また95%以上の制度

で1.11現したノ〈ンドは安定したバンドとみなしてj誌の(調斑した20木の染色体q119本以J".)

バンドで表し、 ~5%以上95%未満の M11庄で 1.1.\:現したバンドは不安定なバンドとみなしてお~

彫のバンドとして表した。 UPfi捌肢が~5%米尚のバンドはíttmx した。また安定したバンド
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'fab1巴 1-5.λne1ysisof va~iance uf ヒhepar:ameヒer:s

a. Length， ar:ea and density volume 

Pa~amete~ Sou~ce Sum of squares D.P. M巴an squa~e F ratio 
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Area Bel:ween chromoβomes 1352.02 6 225.3~ 389.332合大合

¥'ii thin chr.omosomes 

Tol:al 
ユ008.81
2360.84 

1743 

1749 

0.579 

Density 

volull1e 

Between ch~omosol1les 

¥H thin chr.omosomes 
Tol:al 

1311.94 
1084.28 

2396.22 

6 

1743 

1749 

218.66 
0.622 

351.496台育常

b. Arm rati目osof length， area and densil:y volume 

Para ll1e l: e~ Source Sum of squares D.F. Mean square F ral:io 
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λrea Bel:ween chr-omosomes 21.5156 6 3.5859 677.691合官女

Wi.thi目nchromosomes 
Total 

9.2229 

30.7385 

17{13 

1749 
0.0053 

Densi ヒy Bel:ween chromosomes 

volume l~ithin chromosomes 

Total 

20.4107 

1l. 5944 

32.0051 

6 

1743 

ユ749

3.4018 

O.00G7 

511.39]背骨*

聞の染色体fJ~J或を 1 つの ::1:: f;JjJ或として定め、各染色体の::f:j ~此lこ示すように各バンドおよび

イ;ィターバンドに制域需守をi1fllり当てた。これらの制域の長さ、 ifOJJJj( Wから各バンドの1/1

心{立問までのU[i雌および名パ eンドの山現朗肢は表 1-sに示すとおりである。 7オfの染色体

上で合jU-38個のベンドの{川町と IMiが決定され、それらのうち80%以上のパンドはUJじして

山現するものであった。

3 論議

従来、ー染色体長や腕比なとの定Ol的データのil(lJ;iEにはj垣市10肱肢20本杭lUの染色体が川

いられてきたo これに対して CIII八SをJIJいた場合には、染色体写真の作成i曲者l!を首き、

-~I~ {::J3"dJ的な制定を行うことによって従来に比べごく悶j田川のうちに大mの染色体を師析す
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S 

し

2 

2 3 4 5 6 7 
Fig.1-7. Quantitative idiogram of barley chromosomes constructed on the 
basisof data from 250 metaphase plates and from 20 N-banded plates. 
The contour of each chromosome and the position of band were based on 
the former百ldthe latter， respectively. t， nucleolar organizing region; 
.... ，centromere. Closed and hatched bands indicate stable and unstahle 

bands， respectively. S and L， upper and lower arm， respectively. 

ることが可能であった。また各パラメータの測定精度も CHI八 Sを111いることによっで

従米より杭段に r~:j まると考えられる o したがって本実験で得られたオオムギの核却に閲す

るデータは 250本という大聞の染色体の解析に ~jtづく従米にない正確なものであると考え

ら;/1.る。

オオムギにおいては世来、却 I染色体の 2つの腕の長さの大小山保がIlIl聞となっている o

すなわち第 1染色体は '1'1mllIUJ JjH 体則で‘~ljjJ腕の長さの器興が小さいため、いずれの l胞を長腕、

知l抑止するかが研究者によって民なっている。 本実験ではrl1rm部に 2つのパンドをもっ腕

のプJがもう -jjのl腕よりも長くなった (α=0.001;表.1.-3aおよび閑 L-7;罫JRO0 この結

果はLinde-Laursen(1978)、Nodaand Kasha(1978)および1s1amC1日80)のあり県と一致した
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Tab1e 1-6. Regions， center position， width and ftequ邑nci巴sof N-bands of bar1ey chrbmosomes合

Chromoso田e 1 Chromosome 2 Chromosome 3 Chromosome 4 

Region CP \~idth Freq. Region CP Width Freg. R邑gion CP Width Freq. R晋gion CP width Fr，eq. 

2.4 35.8 2.2 39.2 3.2 46.1 3.2 35.1 
2.3 37.1 1.1 9 2.1 27.3 5;9 ユ9 3.1 ユ5.3 6.5 20 3.1 24.自 8.2 20 

s 2.2 ユ2.1 1.4 10.5 2.2 0.6 2.2 工.5

2.ユ 22.3 4.3 20 1.3 12.9 2.0 11 2.1 8.5 5.9 20 2.1 16.3 5.9 20 
1.2 14.2 1.2 7.2 工.2 1.1 1.2 3.8 

1.ユ 3.0 6.0 20 1.1 2.4 4.7 20 1ー・可ー 2.2 4.5 20 1.1 4..自 9.5 20 
CEN 

1.1 3.0 6.0 20 ユ.1 2.4 4.7 20 1.ユ 2.2 4..5 20 1.1 1.0 1.ヨ 20 

1..2 65.3 1.2 4.1 1.2 1.7 1.2 3.3 

2.1 12.1 6.7 20 2.1 9.1 5.9 19 2.1 8.4 6.5 20 

2.2 ユ0.2 つー. つー 12.2 2.2 5.5 

L 3.1 28.7 6.0 20 3.1 28.1 7.6 20 2.3 18.2 2.1 17 

3.2 27.4 3.2 51.6 2.4 3.8 

3.3 59.6 1.1 10 3.1 26.8 7.5 20 

3.4 24.0 3?  11. 7 

4.1 42.8 1.1 19 

CM 〉 4.2 35.6 

Chromosome-5 Chromosome 6 Chromosome 7 

Region CP ¥-l主dthFreq. Region CP l'Iidth Freq. Region CP width Freq. 

2.4 22.8 
2.3 43.5 2.1 10 

E 2.2 28.3 1.4 18.3 

2.1 12.2 3.8 19 1.3 40.8 1.1 11 

1.2 42.4 1.2 3.1 1.2 31.6 

1.1 4.6 9.2 20 1.1 3.6 7.2 20 1.1 4.3 8.6 20 

CEN 

1.1 1.6 3.1 20 1.1 1.2 2.4 20 1.1 4.1 8.工 20 
1 つ 20.5 1.2 2.0 1.2 7.7 

L つ 1 24.9 2.7 20 1.3 6.3 3.8 ユ3 ウ可 工9.7 7.9 20 

2-.2 46.6 1.4 2.9 2.2 69.0 

1.5 12.9 3.6 17 

L6  ーー--'- 54.9 

Note， CP， center position of the band from the centromere; Freq.， frequency， CEN， centromere. 
合 Loca¥ニionof the chromosome 1 is based on the idiogram of Fig.1-7. 



が、現荘のオオムギ辿鎖地悶における虫記(Singhand' Tsuchiya 1982b)とは逆である o し

かしながら、迎制地聞における染色体!胞の表記の変ι更は研究者'lilJでの混乱を捌くと考え、

図 1-7のイディオグラムでは表 lすaにおける掠 1染色体の長腕と組腕とを逆にして示し

であるロオオムギの染色体!胞の表i!日出については今後、し(長腕)、 s(悶腕)のような

長さに越づく表記のシステムを変更したプJがよ L、かもしれな ~'o また本実験において核鹿

内における染色体の長さあるいは腕比の/IIi'i杭が怯肢聞で大きく変動することが示された

cmJ 1. -6)が、この点に閲してはつぎの部 4節で許制|に検討する。

長さ、而有iおよび醜肢体制はそれぞれ染色体の I次、 2&および 3次のパラメータであ

る。実験開始当初、次元の高いパラメ タほど得られるM湖町が多いため、染色体の識別

にはこれらのパラメータのうち出J主体的が最も有効であろうと考えられた。しかしながら

本実験の結果、染色体の識別には次元の低いパラメータの方が有効でもあることが明らかと

なった。これはパラメータの次元がjl可くなるに従い、染色体の識別に有効な情報よりも訓1]

定誤差の方が増加したためであると椛摂される。また岡高J1と酷!瓦体制問の羽l聞がきわめて

高かったこと(表 1-4)から、事IE染色の位相琵決色体像の拙肢は染色体問であまり控がな

いと考えられる o

本実験で得られたオオムギ染色体の Nバンドパターンは概ね過去に判告されたパターン

CIslam 1980; Li.nde-Laursen 1981; Singh and TsuCliiya 1982b) と一致していた。しか

しながら、例えばIs!am(980)の報告では 4L -1. mH立のバンド ([gl1:-'/参照〕、 Linde-

Laursen (981)の開告では 2L -3.3、 6S -2.3および 7S ~ 1. 3'mH立のバンド(悶 l寸書n日)

が認められていな ~\o このようなパンドパターンの差異に l却しては、本論文部 3 章第 2 聞

で許制に検討する o

|雪J1-8は却 6染色体におりる染色体の実l聞の長さと辿蛸分析iこJ正づ‘〈図距離(KleinhofS

et a 1. 1988) とを比較したものである o 節 6染色体のサテライト、知)腕および長腕の長さ

はそれぞれ全体の]7%、 33%および51%である(表 1-3a)。ところが迎凱地岡上ではこれ

らはそれぞれ全体の48% 、 12%および10% となり、実際の長さに比ベサテライトの I~l距離

が大きく、短j胞の図W[離が小さく t11.11されている o このような相迅はしばしば認められる

現象であり、染色体の rj1.{j'[長さ当たりの車IH喪主将が染色体i首位により異なるために生じると

考えられている o したがって、もしある泣伝子をそれと?官接辿制するマーカ DN八から

染色体歩行を行ってクロ ニングしようとする場合には、同者の聞の実際の染色体 l二の距

可
E
A

n
J
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離に白:患を払う必要がある。このような観点から、今後オオムギにおいて辿伝子や DNA

マーカーの迎航地 !~I上の{附置と実際の染色体上の位置との対応づげを進める必要があるが、

本実肱で確立した染色体の定間的なイディオグラムはそのような作業を行うよで)i~舵にな

るものと考えられるo

部4郎 分裂ステーグの進行にともなう肱?C1の変化

1 材料および方法

jJij lliiにおいてiJ1IJJtしたオオムギのrllJ山 250核肢における各染色体および指染色体酬の長

さ、ならびに各染色体の長さの腕比(町出1/長l腕〕のデータを川いて以下の計却を行った。

111.1目1棋鹿内の企染色体の長さの合計{It((実測姉、以下総染色体長と記す〕は11与問とと

もに一定のjtflJ合で減少するとの仮説のもとに、以下の方法でステ ジ指数を定めた。 250

肱振の総染色体長の分布は平均6~. 9μm 、概司!i偏 j~ 9.1μm の .iE腕分布(レンジ ~2. 3-

95.9μm)に従っていた (0.2く P、Kolo目logorov-Smjrnov検定による)。そこでその平

- 22ー



均イ'IUと隈幣偏差に基づいて総染色体長のii:仰1120%から社:ifflIJ20%まで'20%ごとに 5つの信頼

区nITを推定し、これらをそれぞ札ステージ 5からステーヲ 1と定めた。すなわちステージ

1は中JUJ内の最も早い時期lを、ステージ 5は':l:IJ町内の最も遅い時期すなわち完全1:j:IJTlを示

すものであるロつぎに 250個の核:肢をこれらの 5つのステージに分間し、各ステーグごと

に各染色体(腕)の相対長および腕比の平均{[fjと標準偏詑を計算した。また l核甑ごとに

各染色体の長さおよび腕比のl順位を決定した後、ステージ別に各JI目前.内に占める染色体の

植顕と朗l立を調査した。

染色体の凝縮率は以下のように計算した。品染色体の:W:n(IJ舶Yは総出色体長を Xとする

と、 Y=f (X)なる問帰式で表される。染色体の相会j雄納率 (RC R)は各染色体長

(Y) の減少取と総染色体長 (X) の拙少~\との比で表すことができる o YがXの 1次回

帰式Y=a十 bXで表され、 Xが10%械少するときの Yの拙少却を RCRとすれば、 RC

Rは

R C R = [a+b(山O.lX) 一 (a+bX)/ a十bX] x 10 bX / a+bX 

なる式で表すことができるo

2 結果

各ステーゾの総染色体長のiIfr1聞と各ステ-:Jに合まれる結恒数は以下のとおりであった。

ステージ 1: 72.6-95.9μm、村核根;ステージ 2: 67.2-72.5μm 、 ~9核痕;ステージ

3 :62.7-67.1μm 、 5~核版;ステージt1 : 57.3-62.6μm、60核版;ステージ 5:~2. 3 

-57. 2μm、43結航。

分裂ステーツの進行にともなう:各政色体・の相対長およひ:J凶比の変化のパターン

図 1-9は分裂ステージの進行にともなう各染色体の相対;長の平均仰の変化を示したもの

であるo 分散分析の結果、第 7染色体においてステージ1mで相対長に有意提 (α=0.05) 

認められた。 m7染色体の相対長は分裂ステージの進行にともない減少し、ステージ 3と

ステージ 4、 5のrm(α= 0.05)、およびステージ 1とステ-:;4、 5の|悶 (α=o.on 

で有意差が認められた(LSD検定による)。づぎに第 7染色体と節 3染色体の相対長を比較

すると、 25日本の平均値では却 7染色体のブJが部 3染色体よりも大きかったが、ステージ

4および 5では両者はほとんど等しく、とくにステーグペではm7染色体よりも節3染色

一23-
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イ本の方が大きくなっていた。このことは、 2木の染色体の長さが矧相している出合には、

両者の長さの大小関係が分認!'ljIWJ内のステージ聞で逆転することがあるこ占を示 Lている。

国11，..10は分裂ステ ---9の進行lこともなう特染色体腕の相対長の平均値の変化を示した

ものである o 分散分析の結果、ステージ聞で相対長に有意去が認められた染色体腕は掃 4

染色体姫腕 (4S;α= 0，01)、出 7染色体長腕 (7L ;α=0.01)および第 5染色体長

腕(5し;α=0.05)であった。 7しの相対長は分裂ステージの進行にともない減少し、
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ステージ]とステージ 11 (a = 0.01)、 5 (α= 0.001)の11日、およびステ-:)3とステー

ジ4、5 (α= 0.05)の聞で有意克が認められた(LSD検定による) 0 -15 t1 8の相対長は

分裂ステージの進行にともない哨加し、ステージ 1とステージ 11 (a =0. 05)、5(α= 

0.001)のIlH、ステージ 2とステージt1 (α= 0.01)、 5 (α= 0.001)のn日、およびステー

ジ3とステージ 5(α= 0.01)の間で有窓諜が認められた(LSD検定による)。閲.1-9で認

められた分裂ステージの進行にともなう第7染色体の相対;民の蹴少については、 7Sの相

対長がステージ聞でほぼー定であることから、 7Lの相対長の描少により生じたものと巧・

えられる。

長さの顕制する地色体腕の間ではそれらの相対長の大小関係がステージ問で様々に変化

した。例えば2Lおよび 3Lの相対民はステーヲ 1から 3まではほぼ帯しかったが、ステ

ージ 4および 5では両者に琵が認められるようになった。一方 6Sと118の聞では分裂ス

テージの進行にともない両者の・長さの控が縮まり、ステージ 5ではほとんど尭が認められ

なくなった。また 6S 、3Sおよびi(8における相対長の大小関係をみると、ステージ 1

-3では 6S>3S>-18であったのが、ステージ 4では 68>386118となり、さら

にステー :;5では 6864S63Sとなった。また 5Lと.1Lの問でもステージ聞で両者

の相対長の大小関係が変化したo

間1-11は分裂ステージの進行にともなう各染色体の腕比の変化を示したものである。

スデータ聞で腕比に有意琵が認められた染色体は却4および措5染色体(それぞれα=

0.001およびα=0.01、Kruskaトlfallis検定による)であった。とくに却4染色体の腕比

は分裂ステージの進行にともなって明加したが、これは 11Sの相対長の刷JJlI(岡 1-10)に

よるものと考えられる o また分裂ステージが進むにつれ却 3および却7染色体の腕比は増

加、部 6染色体の腕比は蹴少する傾向を示した。部 2染色体と掃 4染色体の腕比の大きさ

はステ-:)1-3では第2染色体〉那4染色体であったが、ステージ4および5では企棋

恒における平均舶の大きさとは逆に第4染色体〉第 2染色体となった。

以上の結果から、染色体の相対長および腕比は分裂rjlJUJ内のステージ聞で措々に変化し、

染色体によってはそれらが分裂ステージの進行にともない哨加または減少することが明ら

かとなった。
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染色体長および腕比に閲する各染色体の棋鹿内順位の変化

前聞において、 1按鹿内における各地色体の長さの順位は按甑1mで大きく変動すること

が訴された(図 1-6a)。ここでは按桓内における染色体長の朋位がステージ聞でどのよう

に変化するかを調査した。その結果は悶 1-12に示すとおりである。まず按甑内において

最長 (Rank1 )となる染色体の頗lJ[についてみると、分裂ステージが進むにつれ部 2染色

体が最長となる接面のilflJ合が増加 L、部7染色体が最長となる按板の剖合は減少する傾向
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が認められるo またRank2のグラフに示されるように却 7染色体が 21昨日に;民くなる桜坂

の制合は分裂ステークが進むにつれ据少する胡向を示した。これらの倒向は、分裂ステー

クの進行にともない却 2染色体の相対長がほぼ一定であるのに*.Jし、第 7染色体では相会I

長が械少すること(偲11~9) から生じたものと考えられる。 -1H有 4 染色体は 250核甑の

平均値では 5需日に長い染色体であった(昭11-9)が、分裂ステージが進むにつれこの染

色体が2帯日および 3帯目に長くなる棋恒の矧l合がl刊加する師向が認められた。これは図

1-91こ示されるように、ステージ 4および 5において節4染色体と第7および節3染色体

との間で相会I長の提が納まっていることに閃迎していると考えられる。

回11-13は肱庇内における腕比に閲する染色体の附{立の変化をステー:J別に示したもの

である。まずRank1のグラフに示されるように、分裂ステージの;進行にともなって蹄 1染

色体の腕比が最大となる核振の削合が附加し、部 6染色体の腕比が品大となる核甑の割合

が減少する聞向が認められた。 250核艇の平均怖では却 1染色体の腕比が最大となってい

た(閲 1田 1])が、ステージ 1においては節 l染色体よりも節6染色体の腕比が最大となる

核恒の方が多くなっていた。また!n2および鮪4染色体の問では両者の腕比の大きさがス

テージ間で逆転した(閑 1-11)が、このことと対応するようにステージ 1から 3までは節

2染色体の腕比が蹄3位となる抜艇の別合が買IiJ染色体のそれを上!日り、ステ-:J J1およ

び5では逆に第 4染色体が那 3枕となる核抵の制合が謂 2染色体のそれを上回っていたo

T 以上の結果から、核甑内における染色体長および腕比に閲する各染色体の順位は分裂ス

テーヲ問で撤々に変化すること、さらにそれらの変化のパターンはステージ間での各染色

体または出色体腕の相対長の平均fli'iの変化と情揖に閲迎していることがIy)らかとなった。

分裂ステージの進行にともなう染色体の翻縮串の変化

表1-7に示すように持能色体および特染色体腕の長さはすべて総染色体長に閲する 1次

回婦式で表すことができた。間 1-]4はこの回帰式にll.~づいて措色体腕ごとに分裂ステー

クのi並行にともなう相対凝縮率 (RC R)の変化のパターンを示したものである(計部式

は材料および方怯害関) 0 ここで総出色体長が10%減少するときに長さの蹴少将tが10%よ

り大きくなる染色体腕は RCR>l、10%より小さくなる染色体腕はRCRく 1となる。

各分割ステージにおける RCRは染色体腕Jl¥lで峨々に異なっており、分割ステ-:;の進行

にともなう鞭縮串の変化のパターン(躍鮪パターン)も大きくなるものからほとんど変化

しないもの、小さくなるものまで染色体腕によって措々であった。
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Table 1-7. Regression equations of chromosome (Ym)， 
long arm (YT) and short arm (Y，，) 1ength for the total 
chromosome length within a metaphase plate (X) 
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3 論説

分裂ステージの進行にともなう核却の変化と出色体の凝縮パターンとの|到係

本実験の結果、染色体の相対長およびl腕比、ならびに長さおよび腕比に|却する染色体の

核車内における順位は分裂け1JUJ内のステージ間で捕々に変化すること、また染色体の醍制

パターンは染色体l臨間で撤々に異なることがIVlらかとなった。ここでは染色体の続楠パタ

}ンが接現の分裂ステージ間の変化に及ぼす~特について考接する。

図 1-] 4における各蹄色体腕の鞭鮪パターンは改のように考えられる。まず 1S 、4し

および 6Sの3染色体腕はステージ全体にわたって全染色体の予均的な瓶納速度にほぼ一

致する踊柿パターン、すなわち平均的措耕iパターンを示す染色体腕と考えられるo 一方こ

れら 3本の染色体・腕より L:に{川町し、完全qlJ闘に近づくにつれRCRが附加する染色体腕

(とくに 7Lおよび 3L)では分裂'111UJのl由JUJに踊縮が進み、 t記 3本の染色体腕よりも

下に{立i悶し、完全t:j，却lに近づくにつれRCRが誠少する染色体腕(とくに JlSおよび 5S) 

では分割"1JUJの早期に凝縮がimむと考えられるo

7 Lおよび 3Lのi血JOJ鞭制特性は分裂ステージの進行にともないli可染色体腕の相対長が

減少する傾向(隈11~ 10)を、また 11Sおよび 5S の早期蹴縮特~I:は分裂ステージの illi行に

ともない両染色体l胞の相対長が助加する傾向(同 1-10)をよく説明するものと考えられるo

また却7染色体と却 3染色体、 2しと 3L 、および 3SとJlSの聞では却)jの相対長の平

均舶が分割ステージ聞で接近したり入れ持わったりした(阿 1-9および1-10)が、これら

はそれぞれ 7L 、3Lおよび JlSの特毘的な鞭縮パターンと間接に結びついた結果と考え

られるo つぎに節4および掠5染色体では分裂ステーグの進行にともない腕比が増加する

傾向が認められた(開 1-11)が、これはiilij染色体において長腕が平均的踊耕iパターン、制

腕が早期蹴鮪パターンをとることからll:じたものと巧・えられる。また却3および節 6染色

体の腕比のステージ聞での変化(閲 1-11)も岡県色体における長腕と知腕の硝縮パターン

の違いから説明することができる。以上のことから、分割"11町内のステージ1mで認められ

たオオムギの核型の変異は '11 に染色体の変形等により !J~ じる削ii:誤足の結果ではなく、分

裂ステージの;進行にともなう自染色体腕の躍揃パターンの迎いと情接に!瑚辿して!>I~ じたも

のと結論される。
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染色体聞で不均一な凝縮パターンが生じるメカニズム

110 and Kasha (] 974)はアルフアルファにおいて太糸lTlのステージ間で各染色体の凝縮串

を比較し、ヘテロクロマチン合間の高い染色体腕ほど早期に融制が逃むことを報告してい

る。オオムギにおいては Cバンドパターンからみた場合、最もヘテロクロマチン合 5日のi高

い染色体腕はt1Sであり〔本論文部3軍部 2節宰JlU)、実隙この染色体腕では自11慣 14に

示されるように著しい甲j町凝縮特性が認められるo しかしながら、他の染色体腕の cバン

ド合肢にはあまり大きな諜がなく、染色体l腕聞の舗網パターンの器具をすべてそのヘテロ

クロマチン合恨の器異に基づいて説明することは悶班である。一方ヒトの染色体において

は相対長または腕比が太糸j聞と休制l出rl1JTIの問で大きく変化するものがあり、そのような

染色体では体細胞":1J回染色体の Rバンドに相当する部位の姫鮪串が2つのステージ問で異

なることが示されている(I.ucianiet a1. 1988)。ヒト染色体のRバンド部{立はユークロ

マチンで構成されていること (Bjckmoreand Sumner 1989)から、オオムギの染色体にお

いてもユークロマチン部位 (Cバンド以外の部位)の問で躍甜iパターンが異なる可能性が

考えられるo 例えばオオムギにおいて、もし分裂rl:lJUJのl由JtJに特典的に凝縮が進むユーク

ロマチン部位があり、その合mが染色体問で異なっているとすれば、染色体問で踊縮パタ

ーンの先異が生じると考・えられる o

従来、体細胞中1TJにおける染色体の形態は非常に安定なものと考えられ、この分裂JUIの

染色体の相対長および腕比は核型を表す代表的な指額として広く用いられてきた。一方本

実験から、染色体の形態は分裂rl'J町内のステーグ聞においてダイナミックに変化すること

が明らかとなった。したがって今後、染色体の形躍の定鼠的な解析を行う場合にはこのよ

うな染色体のダイナミズムを考慮に入れることがm嬰と考えられる。

節 5節摘要

染色体面H象解tlrシステム Clll̂ SをJlJいてオオムギ染色体の阿傑解析を行い、以下の

結果を得た。

1)中j目核甑像の自動車査(部2節)

ClIlASをmいてプレパラートの rr!f~} ili~による中j町核甑倣の 1;;1 動植 111 を行ったo 染

色体数が揃い、かっ染色体のmなりがない核艇を良好な按阪として日動検111の劫串を検討
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した。その結果、ギムザ染色を行った染色体部本をmいた場合には走査制域内の良好な核

恒のうちの90%以上を自動腕111することができ、 CIIIASによる自助走査が十分実川に

耐えることが明らかとなった。一方知染色の染色体標本をmいた場合には全自動検出慢に

占める良好な按根の¥IPI合がきわめて低く 00%以下)なり、この点の改替が必嬰と考えら

れた。

2)按型およびNバンドパターンの定団的解析(措3即)

CHIASを川いて 25日間の半数1'1:棋甑における各染色体の長さ、同僧上の而百iおよび

平均盟l克をdll)定した。回i像解析訟は測定効E料、d¥1/定制度の阿lTiiにおいてこれら定民的パラ

メータの削定にきわめて有効であった。染色体の長さ、而i硝および濃度体硝をパラメータ

として核型分肝を行った結果、染色体の融別にはこれらのパラメータのうち長さが最も有

効であることがIY1らかとなった。 250按艇における各染色体の相対長と腕比の平均fi在、な

らびに 20按仮の良好な N 分染像におけるパンドパターンの測定データにJ~づきオオムギ染

色体のイディオグラムを臨立した。

3) 分裂ステーヲの進行にともなう棋型の変化(耳~tl 即)

分裂rlJJ闘における按担の変動パターンを明らかにするため、 250個の核甑を 1核坂内の

総染色体長に拙づき早rllJ町から完全巾lUJまでの 5つのステー?に分知し、ステーヲ!日]で染

色体の相対長およびl臨比を比較した。その結果、染色体の相対:民および腕比はステージ1m

で様々に変化し、染色体によってはそれらが分裂ステーグの進行にともない明加または減

少することがIYJらかとなった。また 1椋甑ごとに各染色体のlEさまたは腕比の順位を決定

L 、各順位内に I11める染色体の開聞と頗肢を調査した結果、民さおよび腕比に関する各地

色体の核甑内での順位はステ-:J/IUで慌々に人れ持わることが明らかとなった。つぎに 1

按極内の総染色体長の減少耶と各染色体長の減少耶との比に基づいて挽色体の相対韓納期

を押tU.¥し、分裂ステージの進行にともなう相対醍縮串の変化のパターン(続縮パターン)

を染色体腕ごとに調査したところ、持染色体腕の鞭縮パターンは早期凝縮明から l臨j岡龍縮

型まで撒々に異なることがIYlらかとなった。さらに染色体の蹴縮パターンは分裂ステージ

の進行にともなう相対長および腕比の変化と栴按に閲辿 Lていたことから、分裂rtrJ自にお

けるオオムギ按明の変異は'1¥なる測定出去の結果ではなく、持染色体l胞の踊柿耶がステー

ジ開で異なることに起同していると結論された。
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第 2章 岡像パラメータ“凝縮型"を用いたイネ体細胞染色体の識別

部 1節緒言

イネの体制胞巾JUJ染色体の大きさは 1-2川和度ときわめて小さく、各弛色体の形態が

互いによく顕倒しているため、通常の肱担分析法により染色体の同定を行うことは不可能

である。また分染法をmいた場合にも染色体の同定に有用なバンドは得られない。このよ

うな四由から長い間イネの体制胞染色体の解析は闘躍となっていた。一方 Kurataand 

Omura(l978)は染色体の県本作製法を改良し、 iiiirl1l聞の染色体を観蝶iこJTJいることによっ

て、はじめてすべての休期111由時色体を同定できることを示したロしかしながらこの手法を

用いた崩合にも、分染マーカーのような各染色体をI山崎・客間的に特徴づける指標が得ら

れなかったため、染色体の同定にはかなりの熟練が必要であった。このような事情からそ

の後もイネの体制胞染色体を客閥的に同定する手法の開発が強く望まれてきた。

指;l l~ ら 0986b) はイネとほぼ同じ大きさの体制l胞染色体をもっハマアカザ (JtripJf1X

rOSf1B L. .2n::18)において、岡崎l解析法をJTlいて前中JtJ染色体の世設の分布パターンを数

盟化し、このパラメータ(岡県パラメータ"鞭縮型")をJlJいて全染色体を識別すること

に成功した。さらに桐井・飯島(1987)は同惜の手法を用いてイネのiIii中期染色体を解析し、

半数体レベルではすべての染色体を客制的に識別できることを明らかにした。本軍はこの

繭像パラメータ"続縮型"を用いてイネの二倍体制l胞における相同措色体の識別を行い、

その有効性を検討したものである。

第 2節材料および方法

水稲品有i-日本附'を材料にmいた。冊子を30"Cで尭芽させ、 1-2聞に仲良した積子

恨を切り取って、これをリン融緩商蹴0/15M. pIl6.8)に拙かした 0.1%コルヒチン能被

で60C、 3.5時間前処理した後、メタノールー酢階(3:1)で 1時間間定した。踊子担を水

洗後、根端部分約1.mmを切り取り、静諜漉(組成については本論文部 1章第 2郎参l町〕を

入れた1.5 mlエッベンドルフチューブの'11に入れ、 37"C下で45-60分間解離を行った。醇

諜解離した担拙はチュープの11Iで水拙佐スライドグラス上に鴨せ、間Ji:披を滴下しながら
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ピンセットで制かく昨いた後、凪乾した。染色はリン階級街蹴(1/15M. pIl6.8)で希釈し

た4%ギムザ挫で30分間行った。

染色体の変形が少なくよく拡がったI間中JUJ期IIJ由(岡 2-1)を選んで写J'{掘隠し、 3届顕

の盟さの単色体写真を作成した。このうち適正融/!lで焼き付けた写真は肉眼での観摂Jllに

用い、盟く焼き付けた写真およびうすく焼き付けた写真はそれぞれ染色体間域の前1!U!fflお

よび染色体の濃度分布測定問のi胡挽としてCHIASに取り込んだ。

岡2-2はCHIASによる染色体の解析過程を示したものであるo まず各染色体問i慢の

照明ムラを補正し、明暗のコントラストを強調した後、醜い写真の間保をニ値化して染色

体制騎を抽出し(図 2-2a)、そこから染色体の輪郭綿を取り出してうすい写真岡徹の上に

軍ね合わせた(図 2-2b)。この間像を 2情の大きさに拡大し、濃度に応じて染色体を色付

けした使、動Jjj[休部位に綿を入れるとともに染色分休中市111部に泊って親を引いた(関 2-2 

c)。各挽色分休ごとにこの r~l.flh 綿下の酷/.(l分布を CHIAS により測定し、図 2 -2dに示

すような由度分布1111綿を得た(世度分布1111融と交差する 3本の縦綿は左から短腕末端部、

動原休部および長腕末端部の位聞を示している)。つぎに弛色分休中柄Ir綿の長さを各腕ご

とに測定し、染色分体の長さを平均して当競染色体の長さとした。以上の方法に却づき相l

胞分裂ステージの揃った10聞の前rl'J町朝|胞を解析した。

第3節結果

各染色体はそれぞれ濃度分布[111綿によって去される岡有の踊楠型(C P; Condensation 

Pattern)を示した。 CPに加えて染色体の長さとl拙比、および適正濃度で焼き付けた染

色体写真を宰l回することによって、二倍体制胞においても各相同染色体を識別することが

できた。各染色体の代表的な CPは関 2-3に示すとおりであり、開 2-4には 1iiIr '1' JOJ核医

における各染色体の識別例を示してある。

各染色体の識別の過棋を述べると以下のようであるo サテライト出色体である那叩染色

体、ならびに&'端部染色体である節 4および却12染色体はその形態的特蝕からl勾眠により

容易に識別できたo 第 1~却 3 染色体は長さにより仙の染色体と容易に区別でき、これら

3本の染色体聞ではまず腕比により知2措色体が他の 2本と区別され、部 1染色体と節 3

染色体は良さにより毘別された。つぎに第 8染色体は長腕に大きな眠鮪部を 2つもつこと、
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Fig.2-4. Prometaphase plate with identified chromosome numbers. Bar=5 pm・

第 11 染色体は長腕法制lに知 l胸部 l~~ よりも大きい凝縮部をもつこと(隠12 -3)に滋づき識別

された。践りの 4木の染色体のうち、 m5および第 7染色体の 2木と第 6および第 9染色

体の 2木は腕比により区別され、さらに第 5染色体と第 7染色体とは長腕謀部の凝縮郎の

大きさによって、第 6染色体と第 9染色体とは長さの迎いによってそれぞれ区別された。

表 2寸は、各制l白から相同染色体のうちより変形の小さいものを I本選び、各染色体に

ついて相対長 (各網"胞内での長さの%)およびl腕比(良腕/矩腕)の平均怖を示したもの

である。なお、 Kurataand Omura(1978)およびKurataet al. (1981)の報告における各染

色体の形態的特徴を参JRtしつつ、*実験における染色体罰;号とKura taらによる染色体需 号

(1< 1 -I< J 2)との対応関係を検討 したところ、 表 2-1に示すように第 2染色体と第 3染

色体、ならびに第 7染色体と第 9染色体の染色体長のJI町立は本実験とKurataand Omura 

(978)の報告とで異なっていた。
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Table 2-1. Mean relative length and arm ratio日withst田 dard

deviations (SD) of rice chromosomes obtainoo in 10 

prometaphase plates. 

Chromosome Re1ative length Arm ratio Correspondence 

Me回1 SD % Mean SO to K number* 

1 6.32 0.30 12.64 1.71 0.21 K1 

2 5.60 0.48 11.20 1. 25 0.08 K3 

3 5.04 0.42 10.08 1.60 0.21 K2 

4 4.49 0.45 8.98 2.91 0.42 K4 

5 4.26 0.31 8.52 1.46 0.20 K5 

6 4.14 0.41 8.28 1.12 0.06 K6 

7 3.89 0.28 1.18 1. 59 0.13 K9 

8 3.60 0.11 7.20 1.16 0.08 K8 

9 3.34 0.12 6.68 1.24 0.13 K7 

10 3.19 0.29 6.38 3.85 0.68 KlO 

11 3.06 0.11 6.12 1.28 0.17 Kll 

12 3.06 0.27 6.12 1.93 0.34 K12 

Tota1 49.99 99.98 

* Designation by Kurata &伽ura(1918) and Kurata et e1. 

(1981). 

第4節論識

木実験の結果、イネのこ{剖本においても良好な前rlllUJ染色体操を.ii!1べばCPをJTIいて科

相同染色体を識別できることがIVJらかとなった。ただし二伯仲では半数体に比べ、 WHJrに

適した染色体像(染色体の変形や前なりの少ないもの)を仰ることが棉段に難しくなるこ

とが問題である。、I~数体の場合、ポットで~I:背中の刷物体から採取し、 iìij処J!I!を行わず íl1 i

接聞定した栂端を原木作到の材料として!日いている(桶jl:・飯品1987)が、二倍体ではこ

の方法によって効本よく良好な前1"11JUJ細胞を得ることはできなかった。本実験では前処l!1!

控として柿:子根のコルヒチン処刑を行ったが、この)j訟でも良好な染色体操の問収串は低

〈、このJ誌に閲してはさらに検討する必盟があると考えられる。
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Fukui and Iijima(1991)は品開'コシヒカリ'の半数体の前rjlJUJ30核甑を本実験と同樺

の手法をmいて肺肝し、~染色体の CP 、相対長および腕比を確定した。それによれば本

実験における却 5.....謂12染色体の染色体長の順位は、郡日、捕 5、却7、鮪 9、節 B、第

11、第10、第]2染色体の順に入れ持ることが示されているo したがってイネの体細胞染色

体の長さの順位に関しては、 Kurataand Omura(1978)、本実験、およびFukuiand Iijima 

(991)による 3荷額の異なるデータが得られたことになる。これらの相違は各実践で用い

た品稲や前処理法の迎いによるものかもしれない。しかしながら最も澗査棋甑散の多いこ

と、ならびに拙端の前処理を行わず最も白熱の状態に近い染色体を解析にJUいていること

を考慮すれば、今後イネの染色体長のデータとしてFukuiand lijima(1991)のデータを拡-

WIとするのが最も妥当と思われる o

イネの染色体需号については長い間混乱があったが、最近統一帯号システムに揃えるこ

とが決定された(木下19叩害n日)。この新システムは-lR36-トリソミツクシリーズの太糸

JPJにおける過剰染色体の長さの順に基づいて決定されたものであるが、この統一帯号と本

実験またはFukuiand Iijima(1991)の染色体需号との間にはかなりの相避が認められる

(飯島・福井1991宰l回)。染色体長の順位は分裂ステーグによって様々に変化すること

(本論文部 1清掃4節)から、イネにおいても太糸期と体細胞前rjrJPJの聞で染色体長の順

位が異なる可fm~l:が考えられる。また ïR36- トリソミツクシリーズの数系統には過剰染色

体の構造興常が指摘されていること (Chungand 'U 1988)から、日本型イネと印l克型イネ

相互聞の!J~阿関係についても再検討する必要があると考えられる。

捕5節摘要

画像パラメータ"踊柿型 (CP) ft をmいてイネニ{自体における体制胞染色体の識別を

行った。ギムザ染色を行ゥた良好な前rllJUJ核板をよ盟び、これらの染色体写真を CHIAS

を川いて解析し、各染色体の染色分体111MI部の酷1St分布1111線を得た。この濃度分布山綿に

よって表される染色体の蹴柿パターン (CP)、ならびに染色体の;民さおよび腕比を比較

.検討することにより各相同染色体を客観的に識別できることが明らかとなった。
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第E編 分染法を用いた梢物染色体の特性解析

序説

Caspersson e t a 1. (1968. 1969)はハムスターおよびソラマメの'11)凹染色体を蛍先色諜キ

ナクリンマスタードで臨めると染色体の長.+111に泊って蛍光強度の諾による縞模梯(バンド)

が間接されることを発見した。この尭見を契機として 1970年代の lîîj"I~Iこは次々に新しい染

色体の分染訟が問毘され、多くの盟11物閣では分染怯の利用によりはじめて全染色体の同定

が可胞となった。さらにG分提法をはじめとする高精度の分染法の開発によってごく徴制

なレベルで染色体の構造変異を検出することが可能となり、このことからとくにヒトにお

いては許.刺!な染色体地図の作製に凶する研究が避凪した。

ー方.fn'i物においても動物における報告に謀づき多くの染色体分染にl期する研究が行われ

た。しかしながら1荷物の染色体では一般にバンドが出現するのはヘテロクロマチン部位に

I!Nられ、動物の染色体で観察されるような詳細なバンドパターンは認められなかった(武

久19H)。このため柿物においては、分地法を川いても依熱染色体の融別・同定さえ不完

全な稿が多く、太糸j回分析の進んだごく-部の有!を除けば個々の染色体の静相lな解析はき

わめて困難となっているのが現状である。このような現状を考曲すると、今後植物におい

て分染怯を有効に利用していくためには、従来の分染怯の柏田を向上させること、な邑び

に新しいタイプの分措法を開発することが軍嬰と考えられる。最初jの点に閲して、例えば

コムギにおいては、 C分染訟の制度の向上によりかなり詳細11なレベルでの弛色体の解析が

可能となり、それによって種々の染色体部分欠失をもっ系統の同定 (Endo1988)ならびに

それらを事IJmした詳細な辿伝子マッピングが行われるようになった(Endoand Mu~ai 1988 

~ukai et 81， 1990)。つぎに節 2}，¥i，日に閲しては、柏a物においても動物における G分染

怯のように染色体全体にわたって多数のバンドが得られる分染t去を!J日発することが強く望

まれる。

本編はこのような観点から染色体のう}換に関する以下の 2つの実験を行い、得られた結

果をまとめたものであるロまず却 3軍ではオオムギにおいてcおよびN分染法の制度の向

上を計り、これらを川いてオオムギ染色体・のバンドパターンの再検討を行うとともに相互

転臨系統における切断点の抑制|な{川町決定を行った。つぎに却11mではトウモロコシをJT]
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いてG分措法の開発を行うとともに、梢物の挽色体における Gバンドの出現栂式ならびに

G分県の機構について検討した。
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第 3章 オオヱ、ギにおける CおよびN分染法を用いた染色体構造変興の

解析

第 1即紺首

オオムギにおいては、 1910年代後半に開発されたc分措法により初めてすべての染色体

および挽色体腕が制l由学的に|司定され、形態的に融別される弛色体と辿蛸m.の染色体需号

との対応聞係がr~J らかとなった (Linde-Laursen 1975; Noda and Kasha 1918) 0 またN分

措法をmいた調査により、従来Triplo3 SおよびTrlplot1 Sと称されていたテロトリソミ

ック系統の過剰染色体はそれぞれ 3Lおよびt1Lであることが判明し、却 3および却 4染

色体では迎臨地闘における民腕と知l腕とが入れ持えられた (Sin~h and Tsuchiya 1982b)。

このような事例に示されるように、 cおよびN分染怯はオオムギ染色体の有効な解析手段

となっでいる。

オオムギ染色体のバンドパターンに|却しては多くの-制f!?がある (Linde-Laursen1915. 

叩78.1981;Noda and Kasha 1978; fslam 1980; Sin~h and Tsuchiya 1981. 1982a.b;本論

文節l:ii'i部3節〉が、分染怯!l1Jまたは品耶・系統聞でバンドパターンに変異があるか否か

については研究者間で見解が異なっている。例えば、 fs)am0980)およ<1l.inde-Laursen

(1981)はN分出法により山現する動原体部{立のバンドはc分出訟を川いた場合には山mし

ないことを認めている。また、 Linde-Laursen(1978.1981)、Nodaand lasha(1918)および

T s 1 am (1980)は、特定のt拍車u・系統のみに11.1現するバンドおよひ.品開・系統問でよきさや

盟j立の異なるパンドがあることを報告している。これに対して、 Singhand Tsuchiya 

(1982a. b) は C 分措法と N 分措法問および品事n間でバンドパターンに珪g~ は認められない

と述べ、従来報f与されたバンドパターンの変見は染色体の分割ステージのjfnいあるいは分

染処明!手順の迎いによりll:じたものであると結論した。

このような研究者間での見解の相越は、今後オオムギにおいて分出f去をmいた染色体の

解折、とくに染色体の徹制!な柿造変異の解析を進めていく上で混乱や誤解を招く服閣にな

ると考えられる。そこで本J市ではまずc分換法およびN分染訟について制度向上のための

改良を行った後、これらを川いてオオムギ染色体のバンド、パターンを再検討し、両分県法

聞ならびに品開聞におけるバンドパターンの変異を許.知!に調:在した(節2節)。つぎに両
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分染詰をmいて相互転出系統における切断点のflf.fi自決定を行い、これらの分染怯が徴和!な

染色体構造変異を検wする上でどの臨ra有効であるかを検討した(却3節) 0 

部 2節 cおよびNバンドパターンからみたヘテロクロマチンの分化

1 材料および万法

2条オオムギ4品楠 'NewGolden'， 'Shin Ebisu 16-， -Betzes'および'Emu'を材料に用

いた。これらの品開は、以前に染色体のcおよひ・Nバンドパターンの一万または両方が調

査されている (Linde-Laursen1975.1978.1981; Noda and Kasha 1978; Islam 1980; 

Singh and Tsuchiya 1981， ]982a. b;本論文節1軍部 3即)。

20"Cで{出 ~õ した冊子から約 1 聞に伸びた担を切り取り、これを o OCの諜Wiil<q-rで16時間

前処理，した龍、ファーマー棋(メタノール:酢酸、 3: 1)で同定し、冷凍庫(ー20"C)内

で約 1週間保存した。染色体標本は酔諜解離一空気乾館法(本論文部2草書i眠)に従い作

製した。

一部のスライドについては0.5%昨酷カーミンで約10分間染色し、よく拡がったqr1UJ染

色体像を写真撮影した後、 ~5%酢献で 5 分間、諮問水で10分 11日前って脱染し、風乾した。

酢殿カーミン染色を行ったスライr'、古lt染色のスライドともに室温で約 1週間乾蝿させ

た後、分染処理を行った。 c分染詑・については、 Gira)dez et al. (1979)の方訟を若干変

更し、スライドを0.2NIICI-3分間 (55"C)、 5出Ba(OIl)2 - 5分間 (25"C)、 2xSSC-20

分間 (550C)の聞で処理した。なおBa(OIl)2 処理に際してはその直前にスライドを扇風機

の凪で30分から 1時間風乾した。 N分染怯については、 Jewell(981)の方法に世い 1M

Nall 2 P04 で900C、 3分間の処却を行った。両分染拙とも各処加の後、水道水または燕留

水で輯〈スライドを水枕した。これらの処国後、スライドは 8%ライト披(1/30Mのリン

融緩商植、 pH6.8で希釈)で 1時間染色し、その後椋〈水洗し風乾した。なお染色披の由

度および染色l時聞は、ライト肢の品質によりそれぞれ5-10%および30分-2時間の組問

で適宜調印した。

一部のスライドについてはc分染およびN分換の辿続処理を行った。すなわち良野なc

(N)分挽保を写真冊膨した哉、脱染せず躍接N (C)分県処理を行い、同ー染色体上で
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2つのバンドパタ ーンを比較した。

また、処却す・11聞の迎いによってバンドパタ ーンが変化するかどうかを確かめるため、押

しつぶし法を川いた原木作製の効果ならびにギムザ泌をmいた染色の効果を検討した。押

しつぶし法による標木作製は、 O.5%~'F椴カ ー ミンで 30分 -1 時 nrJ染色した椴端を!日いて、

常法に従って行った。ギムザ染色は J/15Mのリン般緩衝液(pll6. 8)で1.%に希釈したギム

ザ液をmいて 1-2時間行った。

2 結果

R事j来;解熊一空気位煉法は1.枚のスライドグラス上に多くの良好な染色体像が得られると

いう 点で・押しつぶし法よりも有効であった。またライト染色を行った場合には、ギムザ染

色を行った場合に比べて各バンドの染色性が向上し、よりコントラストの高い分染像(関

3 -1)が得られた。しかしながら、このような手法の迎いにより各品稲の Cバンドおよび

Nバンド.の基本的なパタ ーンが変化することはなかった。
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Fig.3-1. Metaphase plates stained by C-banding (a， 'Emir') and N-banding (b， 
'Shin Ebisu 16') treatments without earlier acetocarmine staining. Bar=10問・
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間3-2は'NewGolden'のiVf:融カーミン染色像(a.b)ならびに同一核甑のc分挽像(c)お

よびN分染像(d)を示したものである。関 3-3は各染色体の酢酸カーミン染色像と分染棋

とを並べて訴したものである。この閃から明らかなようにN分地法ではすべての染色体の

助原休部位にバンドが111現したが、 C分染訟ではそのようなパン 1:はU!現しなかった。ま

たN分措法では動防{休部{立に特異的に山現するダイヤモンド形状の柿造 (Singhand 

Tsuchiya 1982a.b)が臨まってみえた(例えば悶 3-3bの第2-卸4染色体の動原体制H立〉

のに対し、 C 分染怯では動líl\体部位に ~I;，出色性のダイヤモン~形構造または~I;染色性のド

ットが観察されたことからも、 2つのバンドパター・ンは動原体部位において9ilなることが

確認された。

悶3-~は 'Shin Ebisu 16'のc分保偉(a)および同}核甑をさらにN分弛訟で処理した

染色体像(b)を示したものである o N分措処耳J!龍、各染色体の動服体部位にはc分染保に

は認められない新たなバンドまたは酷挽部(匝J3 -4b，矢印)が山現した。一方N分措処理

能に c分染処理を行った場合には、動J原休部{立の NバンドはiI~央するかごくうすい痕跡と

して組撰された。

国 3-51ま4品甜の措色体の C分接融(a)およびN分挽保(b)を示したものである。各染

色体の動原体部位には、 N分染怯で染まり c分染挫では踏まらない (N+C劃)バンドが

企品開に共通して認められたo 以上の結果から、オオムギ染色体の助1m休部位はN十 c-

ヘテロクロマチンで構成されていると結論できる。

つぎに、各品輔のバンドパターンを比較したところ、 ii可分換法に共通して特定の品輔の

みに出現するバンド、ならびに大きさおよび醜度が品朝間で異なるバンドが認められた

(悶 3-5a， b)。第4染色体長腕 (4L)の中間部やや端部よりにあるパンドは 'New

Golden'および'Betzes'にのみrl.!現し、 5L次端部のバンドは'Emir'にのみH!現した(関

3 -7害問)。また'NewGolden'・および'ShinEbisu 16'の3L r!1間部のパンドはそれに対

応する 'setzes'および'Emir'のバンドよりも大きく拙かった(関 3-7宰l悶)。一方、 iiiilfcl

2品輔の 5L rl.1間部のパンドはt世紀2品稲のそれに対応するバンドよりも小さく薄かった

(f司 3-7害問)。

岡3-6は早1/"1~V]から完全rllJUJまでの 4つの分裂ステージにおける 'NewGolden'のcバン

ド(a)およびNバンド(b)のパターンを示したものである。各県色体の動1m休パンドは企

分裂ステージを通じてN分染怯でのみ山現し、 c分染訟で陪HI現しなかった。つぎに品甜
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Fig.3-3. Acetocarmine-stained chromosomes (a. b left-hand side) and the same 
chromosomes subsequently stained by C-banding (a) and N-banding (b) treat-
ments (right-hand side). lndividual ch['omosomes were taken from the plates 
of Fig.3-2. The ho['izontal lines indicate the position of the centromere. 
Assignment of the long and the short arm of chromosome 1 follows Singh and 
Tsuchiya (1982b). 8ar=10 pm. 
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111]で多型を示 したパンドについてみると、 4L rl1間部のバンドは分裂ステージに関わりな

く常に/J:l現し、 3しおよび 5し1'1'間部のパンドは一定の大きさおよび濃度を示 した。問機

の結果は他の 3品積においても認められた。これらのことから、オオムキ'染色体における

バンド・パターンの変異は分裂ステ ージによって変化するものではなく、分染法およひ.1171軒1

に悶有のものであると結論される。

!~13 -1は、 431事nにおける Cバンドパタ ーン(a)およびNバンドパタ ーン(b)の変興.を

まとめ、イディオグラムとして示 したものである。悶r.11の各バンドは山現頻度にしたがっ

て3耶頼に分けて示 しである(図の説明書JKO。なお、バンドパターンの淵ー在には、酢酸

カーミン染色を行わずに分染処到!を行った核阪のうち、図 3-6aおよび6bのtlJ央 2つのレ

ーンの分裂ステ ージに属する核仮を用いた。また、各バンドの{){.間および析は原JliJとして

'New Golden'のNバンド‘パタ ーンの測定結果(本論文第 1W:!n 3節害問)に拡づいて示 し

である。この図から明らかなように、各バンドの山現頻度は分染法1111およひ.品事n聞で微々

に異なっていた。バンドの IIJ現頻度を'11心として各染色体の特徴をまとめると以下のよう

である。

第 1染色体 :'Shin Ebisu 16'では知腕次端部の Cバンドが高頻度 (85%)に111現した。

焔腕最北部の Cバンドは長l腕flii.器部の Cバンドよりも大きく観祭されることがあった(例

えば悶 3-5aの'NewGolden'および'setzes'参照)が、これらのバンドの大きさは創11胞IIlJ

でかなり変異 したため、どちらが大きいかをlりJliiftに決定することはできなかった。 長腕米
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chromosomes of 'New Go1den' at 
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frequency of appearance. The appear田 cefre午lencyof each band was obtained 
by microphotographic田 a1ysisof 20 choromosomes from ten quality metaphase 
plates in each banding technique for each cultivar. Bands with appearance 
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端部にはほとんどNバンドは山現しなかった(平均1.3%、調査した 4品租80本の第 1撒

色体のうち 1木のみで出現)。

出 2染色体:どちらの分染法をJ1lいた場合にも長腕末端部にはほとんどバンドが山現し

なかった〈平均1.9%) 0 掘腕改端部のバンドはじ分措法(平均15%)よりもN分抽出

(平均44%)においてより高踊11t1こ山現したo

第3染色体:どちらの分酷訟を川いた地合にも民腕末端部にはほとんどパンドが山現し

なかった(平均1.9%) 0 N分染怯では長腕iX端部に 2つの小さなパンドが認められた
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(平均44%)が、 C分出訟ではこれらのバンドはほとんど認められなかった(平均 6%) " 

蹄 4染色体:純l由次拙叩に111現するバンドはc分県法(平均26%)よりもN分自主怯(平

均~3%) においてより高頗l立に/1.1現したo 胤腕末端部にはほとんど N バンドは制撰されな

かった〈平均 5%) 0 

部5弛色体:'Shin Iibisu 16" の長腕末端部のパンドはilI1の 31WI~よりも高頼度 (C 分

染法では80% 、 N 分措法では~O%) に 111現した。

却 6染色体:'Shin Ebisu 16'では仙の11l，軒iに比べ姫腕1創出却の cバンドが小さくなっ

ていた (~13 -5a)。姫腕の二吹田t弔問1に隣接するバンドはN分措法に比べc分染法におい

てより大きくかっ漉く観察される場合があった。しかしながらこの部位のバンドの大きさ

は網11胞問でかなり変異したため、その人・きさに品開問忠良があるかどうかをIljJらかにする

ことはできなかった。 'gmir' のサテライト AZ端 m~にはどちらの分措法をHJ いた場合にもほ

とんどバンドが山現しなかった(2.5%、c分出法で 1本のみ11.1現) 0 

第7操色体:どちらの分自主法をmいた場合にも長腕の末端部にはバンドが/1.1現しなかっ

た。間，腕の三次松布部に隣接するバンドについては第 6染色体の場合と同捕のことが認め

られたが、岡 3-5aの'ShinEbisu 16"および'Betzes'の例に示されるように、 C分染怯

では第6染色体のバンドよりも大きくかっ酷いバンドが認められる場内があった。 'Shin

Ebisu 16'の姫腕rll間部のバンドおよび'setzes'の長腕次端部のバンドはどちらの分染?去

をJllいた場合にもそれぞれ仙の 3品百!よりもIH現制度が低かった。 'ShinEbisu 16'では

N分染出に特典的に111現する動Jii(休部位のバンドが仙の品柿に比べ大きいようにJ，Ltわれた。

3 論稿

木実験の結果、オオムギ染色体のすべての動原休部位にはN分挽訟で挽まり c分地訟で

は染まらない (N+c-)バンドが山:mすることがIljjらかになった(閃 3-3-のほか、悶

3 -7に示すように特染色体のJì~m!における N+ c-バンドと N+C+パンドのii't.i町を明時:

に決定することができた。また、本実験で認められたバンドパターンの品開問J古典は、

¥，i nde押 Laursen(1978)が'ShinEbisu 16'， 'Betzes'および'Emir'のc分換で、またlslam

(1980)が'ShinEbisu 16' および ïletzes' の N分県で得た品開nH i:~見とほぼー致していた。

Sinnh and Tsuchiya(1982a. b)は、オオムギの出色体に問、められるパン，;'パターンの変
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異は分染処罰!の手順の速いあるいは染色体の分裂ステーヲの追いにより生じるもので、ヘ

テロクロマチン自体の分化によるものではないと結論したロしかしながら、本実験では染

色体標本の作割法{階諜解離詰または押しつぶし法)あるいは染色棋の朝間(ライトまた

はギムザ染色植)に関わらず、調貴した 4つの分裂ステージ(院13-6)を通じて各品事nの

cバンドおよびNバンドの基本パターンは変化しなかった。したがって、オオムギ染色体

のバンドパターンの変異は明らかにヘテロクロマチンの分化に基づくものであると結論で

きる。

木実験で観察されたバンドパターンと過去に報告されたバンドパターン(I，jnde-Laursen 

1978.1981; Noda and Kasha 1978; Islam 1980; Singh and Tsuchiya 1982b;本論文部 1

軍部 3節)とのr:nには、いくつかの差異が認められる。却 Iに、 Islam(1980)および

Li nde-Laursen 0980の報告ではいくつかの染色体腕の動原体部位にはNバンドが認めら

れていない。これは、 Linde-Laursen(1981)も示唆しているように、 N+C ーバンドが隣

のN十 C+バンドと融合し、両者を区別することができなかったためと推察されるo 部2

に、 Linde慣 Laursen(978)は2しの改端部、 6Sおよび 7Sのニ次技窄隣接部、 7Sの最

基部、ならびに 7L の ~jlj部よりの rll阿部に出現するバンドの大きさがーShin Ebisu 16-、

'Setzes'および"Emir'の3品部間で異なることを報告しているが、本実験ではこれらのバ

ンドの大きさの品再開差異はl別|院ではなかったロ第 3に、 Linde-Laursen(1981)は企染色

体腕の末端部、 2L の~拙部、ならびに 6 Sおよび7Sの二次政事隣接部のバンドはc分

県出に特異的な (N-C+ )バンドであると報告している。しかしながら本実験では 21.、

3 Lおよび71.の末端バンドを除き、これらの“N-C+ ~バンドは、 N分操法では c分

地法に比べやや不IVlI臨な傾向はあったものの、すべてN"I-C十バンドであることが示され

たo 一方どちらの分染訟を川いた場向にも 2L、3Lおよび 7Lの末端部にはほとんどバ

ンドは認められなかった。節4に、 "NewGolden"のNバンドパターン(関 3-7b)を以前に

調査したパターン(本論文第 1市・第 3節、間 1-7)と比較すると、新たなバンドのIII現が

認められる(例えば 2s 、 3L、4S 、7S 、7しのバンド等〉とともに、いくつかのバ

ンドではtU現頗l.aが高まっている(例えば 1S 、2L 、6Lのバンド等〉ことがわかる。

これは主としてギムザ漉の代わりにライト披を!日いて染色を行ったことにより、分染精度

が向上Lたためと考えられる。また木実験では染色体の形態の乱れを防ぐため NalbP04 

の処l!lli毘 l克を 9~"Cから 90"Cに変更しており、このことも上iti:!のバンドパターンの控異に時
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騨を及ぼしていると者・えられる。もっとも、この処理祖1Stの変更にともなうバンドパター

ンの変化は、 Jewell(981)が報告しているような顕著なものではなかった。

本実験で観察ちれたN+C -~1のヘテロクロマチンは、コムギ辿 (Tn・ticel!c) の事fi に

おいては析しい却のヘテロクロマチンと巧・えられる。コムギ染色体の仁形成印刷OR)には、

Nal12 PO~ の処瑚蝿肢を下げることにより N- (C-)型から N十 (C -)型に変化する

特融なヘテロクロマチンのあることが認められている(jewe 11 ] 980が、これを除けばコ

ムギ(Gi11 1987)、ライムギ(Schlegeland Gi11 1984)および ;"/j勿'USOlorris and Gi 1¥ 

1987)においては、 N+ C + ?WおよびN-C"¥"却の 2柿聞のヘテロクロマチンが報告され

ているだけである。 Gi11 (1987)はこのような 2願期のヘテロクロマチンが生じる機構につ

いて、 C分措法では全稲顕のヘテロクロマチンが染まるのに対してN分弛訟ではピリミデ

イン配列に詰む特定のヘテロクロマチンのみが染まるためであると推探しているo オオム

ギにおいても N+ C+型のヘテロクロマチンがピリミディン配列に計むsUti))N Aからな

ることが示唆されている (Dennis et a 1. 1980)が、 N-c+ Jr~のヘテロクロマチンの形成

機構については新たな説明が必J聾である。

surkholder(1988)は、 c分染処理由効果は主として染色体の;Jt分染個峨からの DNAや

タンパク質の選択的なl除去であるとしているo この巧-えに]jcづけば、オオムギの染色体で

はc分挽処瑚後は助臨休部位にある DN八やタンパク質の大部分が|除去されていることに

なるo しかしながら、 c分染後の N分地処理によって新たなバンドが出現すること(回13

-4)を考慮すると、オオムギ染色体の動開体部位には C分染処耳I!能もまだ何らかの出色体

物質がEえっており、その梢越がN分弛処珂によって変化し染色t'J:をもつようになるのでは

ないかと考えられる。したがって N+C-型のヘテロクロマチンの形成にはクロマチンの

選択的除去ではなく染色体構造の変性がl珂与しているものと考えられる D 1司会}弛処理によ

って特異的に染まる弛色体物質は suysand Osinga(1982)が示唆するように、リン階タン

パク質のー耶かもしれない。

ヘテロクロマチンの品開/111多砲に閲しては慌々な嬰閃が巧・えられる o 例えば~I\mir' に特

異的な 5L-改端部のバンドは 11.disticuUI!l var. JaevilflJt仰の1.品開から噂入dれたと唱

えられている (Lindc-Laursenet al. 1982)。その他の聾悶として、特定の染色体制崩での

反櫨DNA配列の明師、不等交文、染色体の構造変異等が考えられるが、これらの解明に

はさらに細胞学的ならびに分下位物学的な研究が必要と考えられる。
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第3節 相耳.転路系統における切断JJ.1の位間決定

1 材料および11拙

実験材料!こは 6条オオムギ品開'竹林容i城1号'に山来する相官転開ホモ系統 (TS系

統、牧野 1987)および2条オオムギ品Ni ~ßonus' に由来する柾1Jï.転席.ホモ系統を JTJ いた。

TS系統は 7綿、熱中性子組およびa綿照射佳代より遊技・育成された系統であり、本実

験には原品閣との吏雑1"1植物における地色体対合の観察から 1つの相五転匝をもつこと

が確認されている ~8系統を供試した。この~8系統中35系統では転I主染色体既知の相互転臨

テスターとの検定克雑により転向染色体が同定されているが、全系統とも転凪染色体腕お

よび切断点は未決定である〈牧野 1987)。一万戸sonus 白米の系統はオオムギ相互転l慢の

"World Colleciion(llamage 1971. 1972. 1974. 1975)"として保帯されている系統であり、本

実験には摺4染色体を合む 6開聞の羽11L転l屯 (Tl-4.T2-4， T3-4. T~-5. T4-6およびT

4-7)の各 a-p 系統の中から 'nonus~ に rlJ来する系統を計5日系統選んで供試した。染色体

損木の作叫ならびにcおよびN分県処理は前節で述べた占法に従って仔い、原品開と各転

鹿系統のu日で染色体のバンドパターンを比較した。

2 結果

岡3-8は'竹林波誠 1号'のc分挽染色体像(a)および -sonus'のN分染染色体操(b)

を示したものである(~染色体の (N) バンドパターンのイディオグラムについては図 3

寸1C竹林技峨 1号')および閲 3-]3Csonus')番目D。阿品稲ともに各出色体の動原休部

位にはN分地法に特異的なバンドが認められ、その他のバンドは両分染誌に共通して認め

られた。 2L、 3Lおよび 7Lの末端部にはほとんどパンドが山却しなかった。また、両

品種のバンドパターンには前町で用いた 4品開のパンドパターン(岡 3-7害問)にはない

新たな変異が認められた。すなわち"竹・林政城 l号'では 31.1.日1)のパンドの欠先と 5S 

次端部における新たなバンドの出現が認められ、 'Bonus'では 2L政端部のバンドおよび

第 6染色体のサテライトの末端パンドが欠央していた。
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Fig.3-8. C-banded chromosomes of 'Chilcurin-ibaraki NO.l' (a) and N-banded 
chromosomes of 'Bonus' (b). Bar=10 )00. 

T8系統については、 l用品有iと各系統間で染色体のバンドパタ ーンおよび長さを比較し

た結果、閲 3- 9に示すように ~8系統 1 . 1 1 ~2系統で転f:~染色体腕および切断J1が lりl らかとなっ

た。図 3-10は6系統における転郎総色体の分染倣およびイディオグラムを例示 したもの

である。各系統において同定された転服染色体の柿耳目は、牧野(1987)が転時テスタ ーをJlJ

いて同定した結果と一致した。また転向染色体・が決定されていなかった13系統のうち 10系

統(悶 3-9の*r:1Jの系統)では新たに転郎総色体:(腕)およびC1JI'析点を決定することがで

きた。一方転臨淡色体既知lの1'82、]5および18の3系統では転陀染色体腕および切断点

を決定することができなかった。以上のおり*が示すように、1'8系統にはl'3-7を除くす

べての相互転m~が 1ijíj っていることが判明したo

T8系統Iにおいて同定された相五転!被のうち最も多かったのは T2-5、つぎに多かった

のは T2-~ とl' ~ - 6 で、それぞれ 6 系統 (T 8 6.7. ]0. 21. 36および70)および4系統

(T 2 - ~;T 8]7.26.32および37、l'~ - 6; l' 8 ]3.15.33および3~) において制然された。転

!感染色体制の組み合わせでは、知i.I械と知l腕、 知l腕と長j腕、および長腕と長l凶の創lみ合わせ

がそれぞれ 8系統、 16系統および18系統制然され、 長腕HlIの利瓦転仰が多く生じる傾向が

認められた。またl'2-5では 6系統1115系統が長腕IIIJの転l車、 T1-2では 2系統とも知腕

1111の転l京、l'1-3では 2系統とも知l腕(1 8)と長l腕(3し)のIIIJの転山というように、

相]5，転胞の郡新によって転向染色体j腕のキ11み合わせが偏る場合が認められた。

|ま13-11 は1'8系統における切断点の分布を特染色体ごとにまとめたものである。悶11:1

( )内の数字は染色体の切断がその長さに比例してランダムに起こると仮定したときのj倒

的切断矧肢を表している。 1011'!i切断UiJ立と比較して、知 2および第 5染色体の切断矧肢は
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Fig.3-9. Breakpoints in the reciproca1 trans1ocation 1ines derived from 
'Chikurin-ibaraki No.l'. Figure in the bracket indicates TS 1ine numher. 
The asterisked 1ines had not 50 far been identified for the trans1oca-
tion chromosomes. Six 1ines (TS 2，14*，15，18，43*田 d48勺 cou1dnot be 
identified for the brea坤ointsin this study. TS 44 cou1d have the 
bre出.pointsat the satellite， the NOR or the distal interband of short 
arm in chromosome 6田 dthe same correspunding position in chromosome 7. 
L， S and an arrow show long arm， short arm and centromere of each 
chromosome， respective1y. N-banding specific band at each centromeric 
site is represented by a dotted b叩 d.
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高く、却 3および卸 7染色体の切断朗l立は低かった。また第 1染色体では知腕、節2、第

4および捕 5染色体では民腕における切断蛸庇が高かったロさらにすべての切断点はイン

ターパンド(バンド聞の領域〕内に存犯していた(1'S~9の 5 Sの切断点は謀部の 2つの

バンドの境界部にある)。一方、全染色体に共通して切断頻度の商い制域(例えば染色体

基部、染色体端部等〕は認められず、動原{本部位での切断も全く認められなかった。

l' S 55およびl'S 60 (1' 3-~) の 3 系統では、転l車染色体の切断点が動T S 32 (1' 2-U、

c分県怯では決定することができなかっ原休部位にあるのかその近傍部{立にあるのかは、

しかし N分染挫では、動原体制i位.に!1l現した N分染法特有のバンドの大きさを指標とたo

して切断点を決定することができた。すなわち閃 3-12に示すように、第2染色体と節4

-59-



TS 32 

--'‘-• ‘・ '. •• 

σ3 
Cコ

【

H
lH
H
]
け

2 24 42 4 

C-band 

J

す
むか.島 ヲ玄

、

川

.

.

.

 

町

4

・HH9.，
 、 .. 

TS 55 

伺‘。
一一 向 ー

“' 

3 34 43 4 

N-band 

Fig.3-.12. C-banded and N-banded translocation chromosomes and their idiograms in TS 32田 dTS 
55. The original chromosomes of 'Chikurin-ibaraki NO.l' are arranged on both sides in each 
four chromosome set for reference. Arrows indicate breakpoints. 

『噌ーーー

u 

2 24 42 4 

N-band 
3 34 4

3 
4 

C-band 



染色体のnn、ならびに部 3染色体と謂ぺ弛色体の間で助阿体制!fi'r.の Nバンドの大きさが!尽

なっているが、l'S 32およびTS 55(60)における特転用染色体はすべて原品開の措色体と

同じ大きさの!JlJJJJii体パンドをもっていたことから、これらの系統の切断JJIは動原体バンド

の外側にあると考えられた。

つぎに-sonus'rl])j(:の相斤転向系統については、1'S系統と同様の調査から、問 3-13a 

に示すように日系統[1148系統で転陣切断点がrVlらかとなった。このうち Tト4jを除く 47系

統はすべて記職どおりの相互転肢であったが、l'3-4j 1;1:節2染色体と節7染色体問の相互

:転臨(1'2寸.2Lと7しでの切断)であることが明らかとなった。転l$.染色体腕の組み合

わせに閲しては特別の傾向は認められず、名染色体の切断点はfjl;部から端部まで広く分布

していた。岡 3-13blま部4染色体における切断点の分布をまとめたものである。第4染色

体を大きく 4つの部位に分け各部{なの切断如度とその期待頗1Stとを比較したところ、切断

点の分布はランダムでなく、同.腕端部よりのユークロマチン部位での切断頗度がとくに商

い傾向が認められた。またどの相五転1Mにおいてもインターバンド内に切断点が集中する

傾向(全94柄の切断点のうち叩伺)があったが、l'1-4b、T2-4dおよびT2-4iの3系統で

はC (N) パンド内における切断が認められた。一方、即~/hi体での切断は全く認められな

かった。

3 論鵡

オオムギにおいては従来数多くの相11:転出系統が作山されてきたが、J;:.糸j町分析が困難

なこと (Singhand Tsuchiya 1975)から、-!JJ問点のrlfJ臨な決定は岡離であった。木実験で

はcまたはN分措法を用いて相互転臨系統の体調I/J由染色体を解析L、その結果淵査した

106系統のうち90系統で切断点の{j't.Wlを決定することができた。この成拙から、本実験で

用いた CおよびN分染法は、オオムギにおける転陪切断点の同定その他微細!な弛色体構造

変異の検出にきわめて有用であると考えられる。またこれに付言・するならば、械数分割前

期における染色体の対合部的は分裂ステージの迎いやクロマチンの荷額によって変化しう

る (Mosesand Poorman 1981; Ashley 1988; Naranjo et al. 1989)ので、一般に転席切断

点の枇間決定には太糸j由染色体の発fPi点よりも体細胞染色体の C(N)バンドを指標とす

る方が融実と考えられる。
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前節で示したようにオオムギの持染色体の勤臨休部位にはN分措法で特典的に山現する

パンドが認められるが、このバンドは動原体付近にある切断点の{¥'LWlを正確に決定する上

で有効な指揮となることがポされた(岡 3-12)。従来、オ:tムギにおいては抜m分析怯に

より瑚j肝体での切断によると判定された相瓦転向が多いが、 N分染訟を川いればこれらの

切断点が動原体にあるのか、その近傍郎(i'f.にあるのかを I正確に決定できると考えられる。

Linde-f，aursen(1988)は"iorldCollection"その他の制E転向系統計70系統をmいて本

実験と同慌の調貨を行い、切断点の決定できた52系統においてすべての切断点がインター

バンド内にあることを制作した。本実験でも大部分のり'1Mli¥がインターバンド内に!s!11し

ていたこと(阿 3-11および 30-13)から、オオムギでは染色体の切断もしくは掛合がc
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(N)バンド以外の傾域で起こりやすいことが示暁されるo

染色体切i析の頗庇が染色体部lir.間で異なる例は樟々な聞において報告されているo 例え

ばタマネギ(Riegeret al. 1977; Dobel et al. 1978)およびヒト CSeabright1973; Kaina 

1977)においては、染色体の切断がギムザパンド(タマネギでは Cバンド、ヒトではGバ

ンド〉とインターバンドとの境界部分で起こりやすいことが示唆されているo 一方オオム

ギにおいては第4染色体を例にとると、関 3-13bに示されるように、バンドとインターパ

ンドとの境界部は両腕謀部の 2つの官i域で多くなっているが、必ずしもこれらの領域で染

色体切断の頼度が高くなる傾向は認められなかった。つぎにトウモロコシ(Janceyand 

Waldon 1972)およびトマト (Gillet aI. 1980)においては、動原体近曲部での切断頗度が

高いことが報告されている。しかしながら本実験では、助臨休近師部または染色体の器部

で切断頻度が高くなる餌向は認められなかった。

切断点既知の相互転回系統はi世伝子の物理的マッピングを行う上で有用である。例えば

同一染色体腕内の異なる枇悶に切断点をもっ系統を用いて転庫分析を行えば，染色体腕内

における泊伝子の位悶を決めることが可能である。また本実験では，形態的に脅易に識別

できる有i々 の転酪染色体、例えば却6および諦7染色体のサテライト部分が他の焼色体に

転鹿Lた染色体、非対称なtf:lli交換によって長さや腕比が極端に変化した染色体等が同定

された(岡3-10)が、このような転l車染色体はinsituハイプリダイゼーションにより地

伝子の染色体上の位悶を決定する場合に有Jfjと考えられる.

第 4節摘要

1) CおよびNバンドパターンからみたヘテロクロマチンの分化(第2節)

オオムギ染色体におけるパンドパターンの変異について再検討するため、 41Wl帽の染色

体の cおよびNバンドパターンを調査した。まずすべての品開において各染色体の動原体

部位にはN分染訟で染まり c分措法では染まらない (N寸司 C-)パンドが111現し、 2つの

パンドパターンは助原体部位で異なることがIVJらかとなった。つぎに両分染法に共通して

特定の品開にのみ111現するバンドや曲技および大きさが品有i間で毘なるバンドが認められ、

オオムギ染色体のバンドパターンには明|院な品開問珪異のあることがI!J]らかとなった。さ

らに早I/!J町から完全[11j凹までの 4つの分裂ステージにおける挽色体のバンドパターンを調
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査したところ、名品開における Cバンドおよび Nバンドの基本パターンは分裂ステージ1m

で変化しないことが示された。このことからオオムギ染色体・におけるパンドパターンの変

異は分染怯および品開に悶有のものであり、ヘテロクロマチン li体の分化に却づくもので

あると結論された。最後にオオムギにおけるヘテロクロマチン分化の横柄について考察し

た。

2)相互転臨系統における切断11の位Wt決定〈却3即〕

'竹林器械 1号 a および 'sonus'に山来する制圧転胞系統計 106系統を供試し、 cおよ

びN分染訟をJl]いて転向措色体の切断点の昨制11な杭間決定を行った。各相互転J1U系統と原

品事nの聞で染色体のバンドパターンおよび長さを比較した長引品、 106系統lj:190系統で転臨

染色体腕およひ・切断J;'$..を決定することができ、木実験でJfJいた cおよびN分染怯がオオム

ギにおける撤却lな染色体構造変異の脆山にきわめて有mであることが示された。転1M切断

点の染色体上の分布は均一でなく、大部分の同断点はインターバンド内に布在していた。

一方会染色体に共通して切断頻度の商い染色体制域は認められなかった。動原{本近情の切

断点の詳細lな調査にはN分染怯で特異的に山現する助原{本部位のパンド (N十 c-)が有

効な指標となることがわかった。
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第 4章 トウモロコシにおける G分染法の開発

部 1節耕言

動物においてはCasperssonet al. (1968，1969)による Q分染棋の1m売を契機として、

1970年代前半に軒!々の染色体分措法が次々に開発された。これらのrllでも G分措法は、簡

便な処nl!により安定的にパン).:'が得られ、 1本の染色体あたりに1¥1-られるバンドの数がき

わめて多いという点でとりわけ利川価制の高いものであった。例えばヒトにおいては、 G

分染誌によりはじめて令染色体が同定された(Sumneret al.1971)ほか、きわめて昨制な

レベルでの染色体の解析が可能となり、現iEではGパンドパターンに拙づいて調11かく区分

された染色体上に数l'の分子マーカーや泊伝子カ<W.inづけられている (ldcA1 pi ne et a1. 

1987)。

楠物においては現在、 C分染油、 N分染法、蛍光分染法等の分措法が撤々な有Iで利用さ

れているが、これらの分時怯では通常動物染色体のGバンドパターンに比百し得る高制度

のパンドパターンが得ら札ない。このため柄物では、太糸1町分析の進んだ-t~~の租を l掠き

染色体の詳細!な解析が立ち遅れており、今なお染色体の同定さえ不完全な閣が少なくない。

このような事怖から、 ~i物細胞学の分野では艮い n日 G 分染法の確立が強く盟まれてきた。

1980年代に入って楠物の染色体にも Gバンド障のパンドパターンが出現することが報告

されるようになり (Kurataet al. 1981; Dr開 ry1982; ldurata and Orton 1984)、以来刷

物において安定したG分染法を確立するための研究が続けられてきた(Chenet al. 1986; 

Zhu et 81.1986;嗣)1:ら1986a)。こうした状況の中で軍司17もいくつかの柿物軒IをmいてG

分染棋の開発を試みたが、その結果、トウモロコシにおいて高制度の G分染法を陣立する

ことに成功した。本軍ではこの手法開発に閲する実験結果をとりまとめるとともに、:Wi物

の染色体における Gパンドの山現描式ならびに G分地の機構について考摂したo

買i2節材料および)j法

トウモロコシの目前系統'Oh43.を材料に川いた。和子を撮ったパーミキュライトを入れ

た小さなビニールポットのrjlで32"C、光条件'Fで約2日間インキュベー卜し{出JJ'させた。
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各拙:w.有iY'・治、ら 1-2聞にやt長した恨の掛端を切り取って0.05%のコルヒチン情液または

10 ppmの臭化エチジウムを合む同博被で25DC、 2時間前処JII!を行った。つづいて棋端を25

℃のOhnukiの何掘被(55mMKCI， 55m1i NaN01 ，55mll Clh COONa， 10:5:2; Ohnuki 1968)で

30分から 1時間処刑!した後、ファーマ{披(メタノール一昨階、 3:1)を用いて市出陣内

卜20"C)で 1--1日間回定した。染色体原本は醇諜解離ー虫気乾操怯(本論文節 21ji:露間〕

により作製した。ただし陣諜械の*Il成は 2%セルラーゼRS、 2%マセロザイム R200、

pll 4.2とし、解離時聞は20-60分間とした。{立制I琵断徹踏を川いて染色体のよく拡がった

スライドを選び、これらを370Cのインキュベータ内で約 2[(間風乾したのち分染処理にJH

いた。

G分染処理は以下の"f.順に従って行った。まず風乾したスライドをリン敵艦街披0/15

M. pIl6.8)で希釈した 2%グルタールアルデヒド摺棋で25"C、 10分間処瑚して岡定L、後

水洗した。つづいてスライドを Ps S (NaCl 8g， KCl 0.2g. NUl llP04 -)2112 02.9g， 

KJb PO.， O. 2g/ s. pIl7.2)に蹄解した 2%トリプシンCMerck社， Art.8367)蹄蹴で25"C、 10

分間、またはTris-IICJ躍街披C20mll.p1l8. 0)に酔解した0.02%S D S龍液で250C、2-5分

間処理した。処罰!後は腕〈水洗した後、リン闇緩衝液(1/30M. p1l6. 8)で希釈した 5%ラ

イト捜(和光純薬工業主1:)で5分間換色した。

なお'OM3-の染色体におけるノプの散と位悶を調べるため、中JPl染色体の C分染処理を

行った。この~~fì、担端の 'rìíI処理は O "Cの諸問水中で 20時間行い、 C分挽処瑚はChow and 

Larter(1981)の方法を変更して以 Fのように行った。凪乾したスライドを 5兇sa(011) 2 

臨龍で室温、 6分IHJ、つづいて 0.1N IICIで京組、 30秒間、さらに2xSSCで印℃、 1時1m

処理し、水洗使、 2%ライト械で30分-1時間染色した。

G 分染、 c 分弛いずれについても、昨IljJ な分染棋を迦びネオパン F フィルム(日士写}~

フィルム主J:)をmいて可其揃臨した。パンドパターンの解析は、染色体同保解析システム

CHIASをmいて写真から入力した染色体阿保をmいて行った。

部3節結果

閑-1-1は前!jrJUJ(aおよびb)および早rlrJUJ(c)の弛色体における典刑的な G分染像を示し

たものである。開J)-1a ，;1:トリプシン処翌日、間-1-lbおよびlcはSDS処盟!を行って抑ら
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a ーー一. b C 

Fig.4-1. Photomicrographic images of G-banded maize chromosomes. (a) Prometa-
phase plate treated with trypsin. (b) Prometaphase plate treated with SDS. 
(c) Early metaphase plate treated with SDS. B訂 =10).lsl. 

れた分染像である。 2つの処JJH訟の迎いにかかわらず、 iiijrl110Jでは染色体全体にわたって

制かいドット状の Gバンドが得られた (1到1¥-] aおよびlb)。これらの Gバンドは染色体

の端部では lJ~ 1~~ や II"mm~ に比べやや部く なっていた。また大きなノプのある部批は G 分染

処却により悦染し、場合によってはl邸側してみえることもあった。分裂ステージが逃むに

つれノ〈ンドパターンは次第にf.11になり(悶 4イc)、完会cl1JVJには染色体全体・がほぼ均質に

染まるようになった。

nij処r.m、標本作製、分染処翌H等の各過程で行 った極々の試験の結果は以下に述べるとお

りである。まず、首ij処DI!にコルヒチンまたは臭化エチジウムを合むコルヒチンをmいた崩

今には多くの前rl110J制l胞が集制し、染色体の形態も良好であったが、 8-ヒド.ロキシキノリ

ン (2mM) または冷水(8-IO
O
C)をnJいた場合にはiiij1'1110]染色体の紛lかい構造が乱れるこ

とが多かった。また、 ff.i;i)長処1'HにOhnuki(1968)の縦波を川いた場合には鮮明なバンドが得

られやすかったが、 KC I c7 5mM)を川いた場合にはバンドの形態が乱れることが多く、とき

にはごく創nかいバンドが淡色分体上にランダムに ~I:. じる ことがあった。っさに、染色体椋

木を商事紫解離一空気乾煉訟により作製した掛合には、染色体の拡がりがよく、染色体を組

っている制胞質も除去されるため、引[1しつぶし法を川いた場合よりも分染処JJHの効*が高

まり、より鮮明な Gバンドがi専られた。またいくつかのセルラーゼおよびぺクチナーゼの

静業の効裂については、キIl織のWf，船および染色体の微制例記iの保持の阿i而でセルラ ーゼ
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RSとマセロザイム R200を出Ilみのわせた榊紫紺成がl泣も有効であった。

染色体』謀本を作製後す ぐに卜リ プシンまたは SD Sで処llllすると、処J11!~.灸数秒のうち に

染色体がl邸側し、 lリ11僚な Gバンドの1.11別は認められなかった。そこで脱水の乾燥JUJ川や舵

線描位、府i々 の閉症波を川いた牒本の後111;1定処D.I!と予を検討した名11*、el1*を37"Cで約 2EI 

問乾燃した後グルタ ールアルデ ヒド俳泌を川いて後間定することによって、分染処JJI!によ

る染色体の膨刊および染色体の微創11桃泊の乱れがJQJ えられ、 lリ JI仰な G バンドが~n られるこ

とがわかった。つ ぎに動物染色体の G分染に有効であること が認めら れてい る郁々の分染

処l.lll液の効果を比較した。その結果、 Na211 PO.1 、 NaIlCO"j、EDTA-4Na、尿紫お よび

Triton X -1 00を川いた処J)J!によ っても Gバンドは11¥現するが、バンドの'l'Iな らびにバンド

の山現の再現世1:をiWjめる点で トリプシンま たは S[) Sを川いる処H1Hが肢も有効であること

が明らかとなった。またバンドのコントラストを高める上でライト染色波はギムザ染色液

よりも有効であった。

図 4.!2は岡像処.fmによる Gバンドパタ ーンの解析過税を示 したものである。ま ず染色体

写真を CIII八Sにとりこみ、 JWりlムラ 等を補正し た (1ま14-2a)後、輪郭強制フィルタを

川いてバンドのlりJIIffのコントラストの向い染色体的i像を作111した (1ヌ11¥-2b)。 この間i像を

メディ アンフィ ルタで処.fmして平消化した後 2似の大 きさ に拡大 し、終染色分{本のrll車111l~~ 

に沿って綿を引いた(隠11¥-2c)。この111市111糾の良さを染色体腕ごとにntlJ定するとともに、

IJ哨l線下の出度分布1111線(本論文部 2:軍参JKDのパタ ーンにliCづき各染色体のバンドパタ

角、 J
.・

~7 、うご~ ，.~ / . J .  

r 、， 司令、3

t ，ι 

F ig ，4-2. Sequential process of image manipulaUon of G-banded chromosomes in a 
prometaphase plate. (a) Original chromosome image after correction of light 
fluctuations and noises. (b) Enhancement of the contrast of the original 
image by treatment with a digital filter. (c) Twofold enlarged chromosome 
image of a part of Fig.4-2b. Mid-ribs of each sister chromotid of a 
chromosome 5 indicated by an arrowhead were traced interactively with overlay 
lines. Bar indicates 10 pm in (a) and (b)， and 5 pm in (c)， respectively. 
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ーンを求めた。

悶;j-3は111 iJUJ核板のギムザ決色像(a)、Cう}染像(b)、ならびに長さ、腕比および C

バンドパタ ーンに却づいて行った染色体の同定結果(c) を示 したものである。{本訴11胞I:IJ1聞

染色体の Cバンドは太糸JOJ染色体・のノプに対応すること (Aguiar斗)erecinand Vosa ]985) 

から、 -Oh~3- は 2L.~L. 51，および71，に 4対の大きなノブ、 6Lに'1"担肢の大きさのノプ、さ ら

に9Sに小さなノプをもつことになる。なおChughtaiand Steffensen(J987)の報告では2L

にノプは観祭されていないが、この刊行と本実験の結果との不一致の原因は定かではない。

G分染処慨を行った日Ijrl" ~UJ の染色体においては 9Sのノプを|徐く 5 対のノプは7ii- に浪染され、

これらは染色体同:lEのための有川な桁棋となった。 9Sの小さなノプについては核般により

判別できる場合とできない場合があった。

~/<< >>. 

llA 
b' ‘ • c 

一一
Fig.4-3. Chromosome identification by the C-banding technique. (a) Giemsa-
-stained chromosomes at metaphase .(b)C-banded chromosomes .(c)Chromosome 
diagram with chromosome number. Bar=5 pm. 

隠1;j -2bのG分染像について、染色{本のバンドパタ ーン、ノブの位置{、長さおよび腕比

に滋づき染色体の同定を行ったところ、関;j-~に示すようにすべての相同染色体制lを同定

することができた。 Gバンドパタ ーンは各相間決色体問で慨ね一致していた。ただしいく

つかの染色体、とくに長い方の染色体(部 1-却4染色体)では、対応する染色体腕の問

でバンドの数が一致しない助合が認められた。これはおそらく相同染色体の間でも凝縮の

綜肢が異なり、 ープiの染色体では他方の染色体-に比べてバンドの融合が:i.ffiんでいるためと

考えられる。

つぎに絞板1111ならびにぎ}染処Jll!法1111でGバンドパタ ーンを比較した。阻1;j -5は4つの興

なる後板(八-D)における m3、?，iq および節 8染色体のパン卜.パタ ーンを示したもの

であり、八および Cは卜リ プシ ン処I!I!、 Bおよび DはSD S処JlHを行った核肢の染色体を
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2 3 4 5 

6 7 8 9 10 

Fig.4-4. G-banded chromosomes of the plate shown in Fig.4-2. The chromosome 
images were treated with the digital filter and enlarged twofoJd on the 
monitor. The signs ・) and (t砂) show the positions of 回 obsand NORs. 
respectively. Bar=5 pm. 

D A B C D 

No.3 No.7 No.8 

Fig.4-5. Comparison of the G-banding patterns of chromosomes 3.7 and 8 obtained 
from four different plates and by two different methods. A. B. C and D are 
selected from the plates of Figs.4-2. 4-1a and 4-1b. and the plate not shown. 
respectively. Bar=5 pm. 
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示している。再染色体とも 2つの処l'1!怯の迎いに関わりなく 4本の相同染色体1111でほぼ同

械のバンドパターンが認められた。バンドの数およびf¥'!.wtに関しては各相同染色体問でい

くつかの却!かい先見が認められたが、これらの琵異は染色体の探柿程度の聾によるパンド

の融合あるいは染色体の折れ1111がりによるバンドの枕悶の移動に起困するものと考えられ

る。

節4節論融

柿物染色体の G分換に閲する技術上の間四点と本実験の成果

植物染色体のG分換に閲する初期の研究では、 Trilliut!!， Pritfllllrfa， Crepis等の染

色体をトリプシンまたは尿識で処理しても、ヘテロクロマチン部位にいくつかのパンドが

認められるにすぎないことが報告されている (Schweizer1973)。その後、イネ (Kurataet 

a 1. 1981)、アカマツ(Drewry 1982)およびセロリ (Murataand Orton 198~) の染色体に

Gバンド梯のバンドパターンが出現することが報告されたo しかしながら、それらのうち

イネおよびセロリに生じた分染慢は'11に前中j聞の措色体をギムザ披あるいは酔酷カーミン

植で染色することにより得られたものであり、これらの手払1はG分地法として他の植物租

にも適用できるT-法とはなり得なかった。またアカマツに生じた分焼偉は卜リプシン処理!

!こより得られたものではあるが、そのバンドパターンはパンドの質および 1本の染色体あ

たりにIH現するパンドの数において、叩乳類の染色体の Gバンドパターンとはかなり異な

るものであった。 1980年代の能平に人ると、いくつかの予備試験から植物の染色体にも多

数の如lかいGバンドが/H現することが示唆されるようになり(楠井ら1986:Chen et al. 

1986; Zhu et a1. 1閥的、さらにマツおよびユリ(陣1988)、乃'ciooa.lastata (lI'ang 

and Kao 1988)、ライムギ(Yangand Zhang 1988)においては日精度の G分染訟が報告さ

れるようになったo

本実験で新たに開発されたG分措法の前特徴のうち、バンドの柿IJrを向める上で、なら

びにG分染法を多くの柄物軒Iに適Jllする kでm要と考えられる点は以下の3点に想的でき

るo 第 1点はOhnuki(968)の出棋をJfJいた根端の低盟処理である。ヒトにおいてはこの低

掘処聞によって挽色体のマクロコイル(らせん)柿逃がJH現することが報告されている

(Ohnuki 1968; Rattner and I.in 1985) 0 Gバンドとマクロコイル柿造との問には情接な
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関連のあること (Takayama1976、詳しくは能述)から、 ~i物の染色体ではこの低弧処則が

Gパンドの生成に有効に作川すると考えられるo 第2JA~ は醇諜解離一空気拡蝿訟をJU いた

染色体関本の作製である o この方法は、 ~jll しつぶし怯よりも有効に制胞質を除去し染色体

を掘出させるため、トリプシンまたは SDSの処理効果が高まり、バンドの鮮明Htが大幅.

に向上したものと巧・えられる。節 3点はグル夕日ルアルデヒド出蹴を川いた棋本の設問定

である。グルタールアルデヒドは措色体タンパク買のアミノ醍掛挫の間に県i闘を作ること

によって、 トリプシン処理または SDS処理に対する換色体の耐性を強化すると#えられ

る。

Gパン 1.:'パターンの解析にはi同像処理法が有効であった。とくに輪郭強調フィルタを用

いた処現によりバンドの明l惜のコントラストが帯しく向上し、各バンドの識別、染色体制

部の静いバンドの視覚化、染色分体の交誼筒所の同定などがきわめて容易となった(図4

-2) ロIDíH量処理法は G バンドの {)Ll~lや輔の定由化にも有効であると考えられる。

-植物染色体における G分換の槻柿

動物においてはG分換機構の解明に閲して数多くの研究がなされたきた(Comings1978; 

surkholder 1988)。ここではそれらの知見を宰照しつつ、村i物染色体の G分換の機梢に

ついて考察してみたい。

晴乳顕においては一般にGバンドは太糸1田染色体の染色杭に対応するものと考えられて

いる (Okadaand Comings 1974: LucjanI et al.1975: Jagiello and Fang 1980)。

Greilhuber(1977)は当時刷物の染色体に Gバンドが認められない阿悶について、航物では

叩乳姐に比べて体細胞中JVJ染色体の税制串(染色体の111位長さあたりの DN Aliりがかな

り高く、体制l胞rllj聞には太糸加の染色粒構造が光学期微鏡の解像度以下になっているため

と考えた。これに対してAndersonet 81. (1982)およびsennettet al. (1983)は助物刷物

聞で染色体の凝縮申に有底な荒はないことを示し、 GreiIhuber(1977)の仮説に再定的な見

解を示した。この点にl則して、本実験では明|蹴なGバンドは醍納税庇の小さい前1111町の染

色体に111現し、踊縮の五gんだ完全1jlJUJの染色体にはほとんど111現しなかったことから、出

色体の概縮耶と GバンドのIII現とは無関係ではないように思われる。また最近、刷物事fiに

よっては組織の同定方法により核DN AJ立の測定値に大きな誤詫が生じることが指摘され

ている (Greilhuber1988)。したがってGreilhuber(1977)の仮説の畏巧性を時かめるため
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には、各柄物軒Iの核DNA:i日を再検討し、さらに体細胞分裂j田の前rl11聞から完全中期まで

の異なるステージにおける染色体の凝縮率を作動楠物稲川で比較することが必要と考えら

れる。

動物においてはさらに i)焼色体のマクロコイル構造、 ii)染色体DNAの塩基組成、

ii i)染色体 DNAの披即時期、およひ'iv) ~I' ヒストン系の染色体タンパク買が G バンドの

生成に閲号していると考えられている (surkholder1988、総説書冊)0 これら 4つの点と

柄物染色体の G分臨機構との閲迎について以下に考察する。

。Takayama(197 6)はチャイニーズハムスターにおいてトリプシン処四の時間を徐々に延

ばすことによって、染色体のマクロコイル構造が次第にGバンド梢遣に変化することを示

したo 本実験でも、岡保処聴を行うことによって、トウモロコシのG分染保にらせん織の

梢遣を見IUだすことができた(悶 4-2bおよび2c)。したがって、動物、植物とも Gバン

ドの形成には、 G分染処珂.によるマクロコイル構造の形成または変化が置要な役i判を果た

していると考えられる。ただし本実験を含め植物の弛色体で報告されている Gパンドは、

大部分がドット状の形態を示すJ誌で動物染色体のGバンドとは異なっており、両者の間に

は何らかの構造上の珪典がある可能性が示唆される。

ii)叩乳類では一般に、 DNAのAT塩基対に特異的に結合する蛍光色諜で染色体を染

めると Gバンドのパターンときわめて訂i倒のパターン (Qバンドパターン〉が制課される

ことから、 Gバンド向HiIはAT塩拡出Iに詰むDNAで構成されていると考えられている

(Schweizer 1981)。また最近ヒトの染色体ではGパンド領域に特典的に分布する反m:D
NA配列が同定され、この配列がAT頃[~対に官むことが191 らかになった (Korenberg and 

Rykowski 1988)。一方、相物の染色体を特定の DNA境部対に結合する蛍光色諜で染め

た場合には、比較的大きなヘテロクロマチン部位にのみバンドが出現すること CSchweizer

1976)から、刷物では町間L顕のような DNAの描話相1阜の遣いに基づく染色体の刺lかい分

化は ~I: じていないと考えられてきた。トウモロコシの染色体において G バンド領域の DN

Aの塩部品11成に特異性があるかどうかについては今後検討する必要がある。

動物の按ゲノムは GC%を異にする数開閉の長い(>300kb)D N八制域(isochore)から成

り立っており (serbard i et a 1. 1985)、isochoreのヘテロ性が大きい (GC%が大きく異

なるisochoreをもっ)稲ほど染色体のGバンドパターンが鮮明化することが報告されてい

る(Medranoet al. 1988; Schmid and Guttenbach 1988)。一方、楠物においては一般にA
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T塩基対に富むisochoreの比耶が而く、 isochoreのヘテロ性は小さいこと、ならびにこの

ようなlsochoreの特長は動物冊のIjlではGバンドの1.11現しにくい魚聞や両生到などの特長

と顕似していることが示されている (Matassiet a1.1989)。ただしトウモロコシについて

は調斑された楠物間中、最もisochoreのヘテロ性が太きく、またGC%の向いisochoreを

多く合むことが示されている (Matassi巴ta1.1989)。これらのことから、刷物においても

核ゲノムのisochore附避と染色体のGパンド情趣との間には掛接なl期辿があり、得朝ごと

にisochore構造の迎いにより Gパンド山現の難品fl:も異なるものと考えられる。

ii i)叩乳聞における染色体 DNA の組制時JUJ は SJtlJの íiíî'V~ と後半の 2 つの時期にλ;別さ

れ、後期間却を行う染色体制域はGパンド部位に、前JUl複製を行う矧域は Rパンド CGパ

ンド損控向日間H\~ に相巧することが報fりされている(I101mqui st et a1. 1982)。相[物におい

ては、例えばライムギ(!-ima叩 de-Fariaand Ja曹orska1972)およびソラマメ (Dobelet 

a1.1978)の染色体では能JUHSi製部位がそれぞれ染色体制部およびrl.1間部の Cバンド部位に

対応し、タマネギでは怯JUJW割問H\~が自主色体令体にわたって分布する( Corte s and 

Escalza 1986)ことが相官されているが、染色体の担割パターンとバンド構造との|瑚辿は

明らかではない。この点については本論文部 5j市で述べる。

iv) 動物の染色体においては、 G 分染処J.ll!による ~I; ヒストンタンパク TIの変性または除

去によって染色体とギムザ植の結合様式が変北する結果、 Gバンドが1..1:，じると考えられて

いる (surkho1 der and Duczek 1980. 1982)。最近ヒ卜およびマウスの染色体ではGパン F'

郎仇に特典的に分布する ~I: ヒストンタンパク買がtjt離され、その特性解析が進んでいる

CDisney et al， 1989)。刷物においても、ヒストン除去後の染色体にまったく司抑的な変

化が認められないことから、 Gバンドの1.1:，成にはJI!ヒストンタンパク質が間，].・しているこ

とが示唆されている (Yangand Zhang 1988)。

以上述べてきたように、刷物の出色体には同和l!tのGバンドがIl¥現するが、そのtI¥S!槌

式は動物染色体のGバンドとは見なることから、助物刷物IlUでGバンドの構造には先見の

ある可能性が示唆される。今後刷物弛色体・の G分染織柿に閲する研究を進めることにより、

相物に特異的な挽色体の附造特性が I~J らかになることがj国侍される。

第 5師摘嬰
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トウモロコシを用いて同制度のG分地法を擁立することができた。本市ではその成却を

とりまとめるとともに、刷物染色体のGパンドの111現拙式ならびにG分弛の機構について

検討した。

酵諜解離一空気乾期怯をJtJいて作製した染色体標本をトリプシンまたは SDSで処即す

ることによって、前中JijJの染色体全体にわたってI川崎なGバンドが山現した。同制度O)G

バンドを再現性よく得るためには、。hnuki 栴披を川いた根端の僻慌処理、府l~結解離一空気

乾t革法による棋本作製およびグルタールアルデヒド前雄をmいた標本の後間定処理が有効

であり、バンドパターンの解析には両偉処四!怯を用いるのが有効であった。トウモロコシ

染色体の G バンドは前 rl~JUJ には紺|かいドット状を呈し、分裂ステージが進むにつれ肌にな

り、完全rf"/l聞にはほとんど山現しなくなった。このような特長は、従米報告された植物染

色体のGバンドにほぼ共通に認められるものであるが、動物出色体のGバンドの特長とは

かなり異なっていることから、両者の Gバンドの構造には器具のある可能性が商い。そこ

で、従来の耕報告を審問しつつ、動物相i物聞でGバンドの生成機構を比較・検討した。
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第E編 免疫学的および分子生物学的手法を用いた梢物染色体の特性解析

序説

これまでの各市ではi珂融解析怯および分染法を1lIいた措色体の形態特性の解析にl却する

研究について論述してきた。 -Jj、今後車内物の染色体研究においては、形態レベルでの研

究だけでなく、染色体の構造および機胞に閲する分子レベルでの研究やクローン化された

迫伝子 (0N A)の染色体上へのマッピングに閲する研究を尭躍させていくことが頂盟と

考えられるo 木隔はこのような制点から、村i物における弛色体 DNAの担割パターンの解

析を行い、 insjtuハイプリダイゼーションによるjftf晶子マッピングのための手法開発を

試みたものである。まず節 5:ittでは、 DNA合成lUJ(S JtJ)に取り込ませたsrdUの染色体

上での分布を免疫学的に抽出する手法を確立し、これをmいて柄物における染色体間出の

特長ならびに染色体のバンド構造と甑製パターンとの聞係を調査したo つぎに第 6:1骨では、

イネにおいてピオチン原誠 DNAをプロープとして RIを川いない insjtuハイプリダイ

ゼーションを行い、その有効性を検討した。
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第 5章 抗BrdU抗体を用いた植物染色体の複製パターンの解析

部1町結言

動物においては、チミジンのアナログである5-プロモデオキシウリジン(srdU)をSJ町の

翻々の時期に取り込ませ、日rdUを取り込んだ染色体部位と取り込んでいない染色体部位と

を染め分けることによって染色体DNAの担割パターンを調べることができる。 Iljfi乳顕の

染色体では、このような担割バンド訟を用いてGバンド領域のDNAがs聞の後半に、 R

バンド領域 (Gバンド棟地部に相当〉の DNAがSJ闘の前半に値製することが明らかにな

っている (Dutrillaux et a 1. 1976: 110 Imqui st et a 1. 1982)。一方両生額の染色体におい

ては、 G分措法を川いても附乳顕の染色体に認められるようなflf如!なバンドパターンは出

現しない(Schmidand Guttenbach 1988)が、被割バンド法をJT1いるときわめて静制なバン

ドパターンが出現することが報告されている (Kuro-oet al.1986.1987)。このように動物

では担割バンド怯は染色体の担割パターンの解析に加え、 G、Q、c等のバンドが山にく

い染色体に新たなバンドを山現させる手法として有効であることが示されている。

柄物においては、一部の柿で、司 11-チミクンを附いたオートラジオグラフィー怯により

染色体の簡製パターンの調査が行われてた(Tanaka1965; Lima叶e-Fariaand ]aworska 

1972)が、この手法では担割シグナルの検出感度が低く、複製パターンの詳細!な解折は闘

難であったo 一般に、動物で用いられている高精度の甑割バンド法を柄物の染色体に過日]

することは閑雅であるが、最近将日ら(1989)および存仁l・近藤(1990a，b)は、相[物の染色

体に取り込ませたsrdUを検/uする手法として、抗srdU抗体を肝jいた免疫学的な手払=

(Gratzner et a1.1975: Gratzner 1982)が有効であることを報告している。本軍はこの免

疫学的な'f.法を川いてオオムギ、ライムギ、マカロニコムギおよびイネにおける染色体担

割のパターンを調査し、相i物における染色体甑剖の特長ならびに染色体のバンド柿造と担

割パターンとの関係を明らかにしようとしたものである。

節 2節材料および方法

:fffi物材料にはオオムギ品開'竹・林部~bJ~ 1号泊、ライムギ白描系統.2a .、マカロニコム
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ギ品開~ Stewart"およびイネ品開-[1本附'をHlいた。イネ以外の 3刷物軒[については、

朝子恨が約 1 聞にや11:長した幼刷物を叫試して250C 附用条件 Fで 1-50~g/ml の ßrdU拙械に

担の部分を30分間浸出し、 15分間水拙した後、掘った油紙を蚊いたシャーレに移し、 BrdU

処珂l終了時から10時間後まで 1-2時間おきに担端を保取した。採用した根拙は ooCの謀

留水ttで16時間自ij処瑚を行った能、ファーマー植で問定した。イネについても和子棋が約

lcm に仲良した幼刷物を供試したが、上記 3 刷物関の場合とは!1~なり、冊子根を 300C II百品

条件下で、 50-100問/町lのBrdU栴械に10分間程的し、 15分間水洗した後、撮った拙紙を

!肱いたシャーレに移し、 srdU処J]I!終了後 1-5IJ寺聞のs時間まで300aでインキュベートし

た能、 mc陸、または前処予Ilとして 8
0

Cで 51時間インキュベー卜した哉、恨tJSを膿1&しファ

ーマー臨で同定した。なお、各t荷物事nとも一部の胴体については、 srdU処J!1l特了後すぐに

前処理!を行った設相端を岡山した。染色体標本は帯端解離ー買主tiQ:掛法(本論文部 2靖容

l悶)により仲間したo M諜肢の車IH占は 2%セルラーゼRS、 1%ベクトリアーゼY23、同1

toとした。

強色体上のBrd自の検山は、モノクローナル抗srdU抗体およびピオチンーストレプトアピ

ジンシステムをJTlいた醇諜抗体訟により行った。まずーi馳凪弛した染色体標本を550C、

0.1 N 塙間で10分間処JJJl して蹄色体 DN 八を 1 本航に変~I: した説、冷水 (4"C)で腕くすす

ぎ、ついで，.， oCのトリス眼前植C50mM，pll 7. 6)で 5 分間前市した。つぎに抗体の JI~特典反

応をプロックするため、ウサギ正常Jfn前 (DhKO引:割、トリス緩衝植で 5f庁に希釈〕を各国

本あたり 50~1 ずつ滴下してカパーグラスで封じ、イネでは 5 分!l1J、他の 3 聞では 15~)IIIl反

応させた。カパーグラスをはずした後、!司搬の方法でマウスモノクローナル抗IlrdU抗体

(DAKN.I:割、トリス輯酎棋で 200(lfに布市りと関本とを20分間反応させた。反応終了後、

トリス紐筒抜rllで関本からカバーグラスをはずし、つづいて邸本をトリス眼前故に 5分1m、

0.05%Tween 20を合むトリス紐街7aに30秒間、トリス緩衝怯に10分H¥lのl頓で投出し能浄し

た。つぎに 2故抗体としてピオチン化ウサギ抗マウスイムノグロプリン (DhKOトl別、トリ

ス緩衝披で 200市に希釈〕をJUいて、 1次抗体と同棋の方法で30分IIrJ標本と反応させ、前

市したo つづいて阿慌の刀法により臨本をパーオキシダーゼ標識ストレプトアピヲン

(DhKO担:盟、トリス紐前披で約80(告に111釈)と30分間反応させ、洗浄した。さらに掠本に

0.01% H 2 0主を合む0.05%D ̂  B (グアミノベンダジンIj~mÌ陪塙)前 i寵(トリス躍街械

で希釈)を相ドし、イネでは 30分 1m、他の 3 事nでは 15分間Ir，~所に Wtいて尭色反応を行った。

-78-



この使、原本は 4"Cのトリス親街蹴で軒くすすいだ後、イネでは-1%ギムザ披で30分間、

他の 3事nでは 1%ギムザ挫で 5分間染色した。

各刷物輔の巾lPl染色体(イネでは前中畑l染色体を合む〉について、 srdU処理能のu年間の

経過にともなう複製シグナルの分布パターンの変化を調査した。とくにオオムギにおいて

は、 srdU(10阿 1m!)処jlll終了時から O、2、4、6、8および10時間後の各時間にそれぞ

れ4木 (2~~1体から 2 本ずつ)の抑制を!日いて合引'500 個以上の r11)副知l胞を調査し、租々

の担割パターンの出現頗IJrを調査したo

オオムギ、ライムギおよびマカロニコムギにおいては地位体のc分措処明!も行った。材

料の剖轄および分染処到!は本論文部 3m卸 2聞で述べた方法に従った。

節3即結果

本実験で川いた免疫学的な手法により、供試したすべての柄物輔の出色体および"'1附却1

1去において明瞭な複製シグナルを検山することができた。同 5-1はオオムギ細胞における

担割シグナルを例示したものであり、 SlPlにsrdUが取り込まれた核および染色体は茶色に、

取り込まれていない按および染色体は紫色に染まって観察される o またパックグラウンド

のノイズシグナルはきわめて少なかった。ネガティプコントロールとしてsrdUのかわりに

チミグンで処刑した担拙を聞いた場合、および撫処J!1lの根端を川いた場合には、ポジティ

プなシグナルは認められなかった。各刷物軒iごとに担割パターンの特長を述べると以下の

ようである。

オオムギ

悶5-2はオオムギの 111J回染色体に認められた冊々の植腿パターンを示したものである。

オオムギにおいては、主として染色体部部に担割問1ft!をもっちの(I盟、 a)から、染色体

部部から ~II 間部 (II!目、 b) 、染色体全体(皿型、 c)、染色体端部から rll間部 (IV盟、 d)お

よび主として染色体端部 (v型、 e)に棟割部位をもつものまで慨ね 5柿顕の値観パターン

が認められた。また能型シグナルをもたない自IU也(f)はsrdU処即時に SJ回以外の制胞周期

にあった馴胞、姉妹染色分体のJ，)jに院副部{立をもっ制l由 (g)はHrdUを取り込んだ後、細

胞周期を一同しつぎのMJDIにはいった網IIJ胞と考えられる。
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関 5-3はBrdU処JJI1後のH与/111の特過にともなう各組製ノぞタ ーンの山現頗/rtの変化を示 した

ものである。なお 1~11. 1'1前市1" の附/I\JはIl rdU処J111終了後の 25 0C でのインキュベ ー ト H寺川を表 し

ており、その後の()oCでのiiij処即時rBIは含まれていない。また p目と nmの制)阻、および

IV型と V担の制胞の1:11事((1m/庄は込みにして示 しである。日rdU処J.H!後すぐに組制のiiij処JJ/!を

行った場合 (IlrdU処JJlli去()II者/lfDには値製部{立をもっ rl・1JUJ剣11胞は認められなかった。処理

後 1時/lH目にまず 11¥1とH迎(主として I担)の網11胞の111現が認められ、処JJ.I!後 21時1m自

には両却の制l胞の11I現1m/庄は全1'1'JUJ制l胞の5R.1 % (1型:32. ~%、 n l~l : 25.7%)を占め

た。つづいて処J!I!i灸!J11与川 目には m?¥1!の*111J胞が矧 1 .11 した (68.9% ) 。またN ?，~J. および V担

の制l胞はそれぞれ処JH!後!J11寺1111阿および()II与IlIJEIか ら現れはじめ、両者の1:1.1現!T.i'i肢はとも

に6時間 間にl詰高(IVI~J. : 1 3. 3 %、v1¥1! : 13. 8%)となった。 BrdU処IJl!l表取いH引UJに111現

した随製シグナルは SlOJ の I~ÚJUJ に、迎い 11年 10J に 1 1.1現した甑製シグナルは S 10JのI，I.JUIに版製

を行ったものと考-えられる。したがってオオムギでは概ね染色体の端部から被製が始まり、

つづいてrl，111II郎、拡部の/llfiに組制がi並行すると考えられる。

関 5- ~は 1' 1 ' JUJ染色体における Cバンドパタ ーンと|悦JUJ崩御パタ ーンとを比較したもので

ある。第 1-第4染色体は|仇j則被製パタ ーンに}，lづいて識別することは|澗難であった。 C

バンド・パタ ー ンと I~(: JUJ 出制パタ ー ン( 1 Jmとは矧似 していたが、両パタ ーンは必ず しも
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一致しなかった。例えば那 6および却 7染色体においてはニ次独弔の両側に1由加担割問位

このうちサテライト側の部位にはcバンドはHl現しなかった。また節3が認められたが、

C バンドの有11!~に関わりなおよび却 5出色体の長腕J車部にはcパンドが認められないが、

くどの染色体l胞の品開lにも|血JPJ担割印(;1.が認められた。また卸 5-節7の各相l同染色体問

ではl馳JUJ抑制パターンが一致しない場内が認められた。

ライムギ

ライムギにおいては問 5-5に訴すように、 srdU処.flll後まず措色体の端部に担製部位をも

つ細胞 (a)が認められ、つぎに染色体端部と器部に太きな担割自I!をもっ納l胞 (b)、さらに

この長liJ.f.!:からラ染色体全体 (c)および染色体111間部 (d)Iこ担割問iをもっ制胞が山現した。

イムギではオオムギの場合とは異なり、染色体の"1間部、端部、端部の舶に担割が進行す

ると考えられる o

ライムギの弛色体は師l臨に大きなサテ閑5-6に各地色体の Cパン，:パターンを示した。

ライトをもっ染色体OR)、r.11部勤j瓜休明〈腕比L0-1. 3)の染色体C2R.3R. 7R)、次中部より

の{立問に動j間体(腕lt1. ~-1. 7)をもち長 l凶に二次回~~をもっ染色体 (4R.6R) および次 It' 自H

よりの(i'1.聞に動原体をもち二次蚊弔をもたない染色体(5R)の1¥7t1に大別された。オオムギ
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の場合と同;陪に、ライムギ挽色体のcバンド、とくに末端部の cパンドは晩JUl担割の傾向

を示したが、 C バンド以外の部位にも多くの r~fiJVJ担割部が認められた(関 5 -5b)。とくに

~Rおよび印染色体(間15 -5b矢印;lJIh JJi(休部も矢印で示されている)では、長腕末端部の

cバンドの方が瓶腕末端部の cバンドよりも大きいのに対し、 l出JVJ甑製剤lについては逆に

姫腕末端部の方が長腕末端部よりも大きくなっていた。各染色体とも動原体の両側に扱い

cバンドが認められるが、染色体によってはこれらの担割時j闘が長腕と短腕とで異なって

いた(岡 5寸b)。

マカロニコムギ

マカロニコムギにおいては閑 5-7a -7dの順で版制パターンの経時変化が認められたこ

とから、ライムギの場合と同械に染色体のIt'lm郎、基部、端部の順に随叫が進行すると考

えられた。ただし染色体器部の複製部はライムギに比べやや小怠くなる傾向があった(図

5 -7b)。一方この稲ではオオムギやライムギの居合とは対照的に、 cバンドパターン(図

5 -8)と|馳JVJ担割パターン(閲 5-78および7b)とが全く異なっていた。すなわち端部に

比較的大きな cバンドが生じるのは一部の染色体腕(lBS.IsLおよび7BL)に限られていた

が、 Cバンドの有無にかかわらずほとんどの染色体の端部に晩期担割部位が認められた。

また全体的に Bゲノムの弛色体にはAゲノムの染色体よりも多くのcパンドが認められ、

それらが染色体の基部に集まる傾向があったが、染色体の植割パターンがゲノム111位で異

なるような傾向は認められなかったo

イネ

イネにおいては日rdU処珂!能 1.....2時間日にまず主として染色体器部に誼製部位をもっ制

胞(図 5-98および9b)、つづいて染色体全体に担割部位をもっ和l胞ならびに主として染

色体端部に槙製部位をもっ制胞(悶 5-9cおよび9d)がlU現し、処到!後 1[-5時間目には

簡到シグナルをもっ染色体はほとんど認められなくなった。このことからイネにおいては

オオムギの場合と同j障に、間ね染色体の端部が早期植割、基部がl馳1田担割を行うことが示

唆された。ただし弛色体IlIJ、とくに長い染色体(却 1.....第3出色体)と短い染色体の聞で

は、染色体担割の開始時期あるいは完了時加が異なっているようであった。また前中期染

色体におけるl血JVJ担割部(¥1(限15-9a)はギムザ染色により漉換する蹴納部位(岡 5-9下部
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害問〕にほぼ対応していた。

第4聞論融

町何L聞においてはsrdUを取り込んだ染色体制l枕を特典的に染め分ける方法として、蛍光

地色訟(Laat1974)あるいは蛍)\:;弛色後、紫外綿n日射およびギムザ染色を行う r~ P G怯

(Perry and Wolf 197~) などの簡便かっ市制度の方怯が開発されている。しかしながらこ

れらの手法は従来柄物の染色体には有効でなく、本実践でもオオムギおよびイネにおいて

FPG訟を川いた fVlIJ試験を行ったがIVJl取な出盟シグナルは認められなかったo ープJ*1.f

験で示したsrdUの免疫学的な挽/!¥訟は、桃山崎l庄がきわめて向く、比較的知nij111]で処瑚が

前むことから、 fll'!物染色体の担割パターンの解析手段として従来の 1 1[_チミジンを川いた

オートラジオグラフィー法よりもはるかに干rmといえる。

本実験で調査した刷物事fiの染色体随却のパターンは大きく 2つに分けられた。すなわち

オオムギおよびイネにおいては慨ね染色体の端郎、 IJ"I間郎、拙部の剛に担割が進行し、ラ

イムギおよびマカロニコムギにおいては間ね馳色体の rjl 間部、 ~i~部、端部の聞に担割が逝

行すると考えられた。またオオムギおよびライムギの染色体では Cバンドパターンと晩JUJ

担割パターンとが顕倒しており、イネではiliirJIJ田染色体における鞭縮部位とl馳期版製部位

とがほぼ一致していた。一方、マカロニコムギではcパンドパターンと|馳JVJ担割パターン

との聞に対応は認められず、オオムギやライムギでも Cバンド以外の染色体部枕に多くの

I血JDJ値観部{立が問、められた。これらの粘県は、刷物では、染色体の担割は、どの事nにおい

ても掠部、拙部またはrll間部等の比較的大きな染色体部分11¥枕でそれぞれ同調的に起こる

ことをぷI唆しているo

晴乳姐においては l 木の染色，~に 1:IこSJVJの前JVJに担割する部枕と後JUlに組制する郎i立と

が交正に期11 かく M~び、前者は Rパンド (G バンド能地)部位、 t走者は G バンド部位に対応

することがIYJらかとなっている (Dutril1auxet a1.1976; lIo1mquist et a1.1982)。本実

験で 19J らかとなった刷物染色体の担割パターンはそのような担割パターンとはかなり~な

っていることから、染色体の担割時JUJの剥師系は叩乳聞と植物の間で大;きく異なっている

ことが示唆される o -)Jライムギの出色体には昨制な Gバンドパターンが観揺されている

(Yang and Zhang 1988)が、本実験ではそれと矧似の担制パターンは認められなかったn
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こ白ことから、 J~n乳頼の場合とは異なり、相[物染色体の G パンドは必ずしも一定の時期に

担割を行うものではないことが示唆される。町日乳聞においては地伝子の担割時期がその機

能と倍接に関連し、間性のある辿伝子は早期担割を行い、その多くがRバンド官i域に存在

すると考えられている (sickmoreand Sumner 1988)。もしこれが柄物にもあてはまるとす

れば、例えばオオムギの場合、機能地伝子の多くが染色体端部に集中していることになる。

今後植物においても、このような泊伝子機他と染色体構造との閑辿についての解明が進む

ことが期待される。

最後に弛色体の組盟パンドはcバンド等の分自主マーカーが得られない場合の新たな染色

体マーカーとして手IJmし得ると考えられる。例えば開問雑事nにおいてもし両親の措色体の

担割パターンが大きく異なる場合には、概観バンドは両親の染色体を識別するための 1つ

の有効な指標になると考えられるo ただし複製パンドを用いて伺々の地色体を識別しよう

とする場合には、 BrdU処J11!前の細胞周JUJの向調化など一定のパンドパターンを得るための

手段について新たに検討する必要があろう。

第5節摘要

相i物における染色体担割のパターンおよび染色体のバンド構造と担製パターンとの関係

を!日]らかにするため、オオムギ、ライムギ、マカロニコムギおよびイネを供試し、 S1闘の

甜々の時期に取り込ませたBrdUの染色体上の分布パターンを免疫学的手訟を用いて調査し

た。関子根をsrdUで処安I!した能、続H寺的に採取・岡定し、各担拙から染色体操本を作製 L

たo 染色体上のsrdUの検iI.Iはモノクローナル抗srdU抗体およびピオチンーストレプトアピ

ジンシステムを川いた酵諜抗体法により行った。

オオムギにおいては、主として染色体謀部(I型)に誼製部{立をもつものから、染色体

謀部からrl:l間部 (ll翌日、染色体全体(皿明)、染色体端部からrlr間部 (IV1rnおよび主

として段色体端部 (V型〕に担割部位をもつものまで概ね 5罰百iの控製パターンが観察さ

れた。これらの組制パターンはsrdU処J11!後続時的に 1!flから V型の剛に頗山したことから、

オオムギでは慨ね染色体の端部から蝦却が始まり、つづいて中間部、 J占部のl聞に拙製が進

行すると考えられた。また同捕の調ftから、イネではオオムギ同撤概ね染色体の端部が早

期限割、謀部がl血JUJ組制を行うが、ライムギおよびマカロニコムギでは染色体の 111間部に
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続いて基却が祖到し、最後に染色体制部が嗣到することが明らかとなった。つぎにイネで

は前中期染色体の凝縮部位がl隣JtJ脱出向付立とほぼー致し、オオムギおよびライムギでは弛

色体のcパンド部位の多くが晩j田植到の傾向を示した。しかしながら、マカロニコムギで

は染色体端部の晩期祖製部位と Cバンド部位とはほとんど対応せず、またオオムギやライ

ムギでも cバンド以外の部位に多くの1血JtJ甑製部{立が認められた。

以上の結果から、刷物では、染色体の回出は、どの稲においても部郎、端部またはrl:1間

部等の比較的大きな染色体部分l!1{立でそれぞれ同調的に起こること、ならびにこのような

複製パターンの特長はIqrr乳顕等の動物における染色体担割の特長とはかなり異なるもので

あることが示唆された。
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第 6京 Jn situハイブリダイゼーションによるイネ rRNA泊伝子の

マッピング

期1師結言

fn situハイプリダイゼーションは按聞の相補的な結合を利用して目的とする泣伝子の

染色体 J~.の {i'llrl 在地色体田本.1:でWI按検山する手法であり、ヒトやマウスの地伝子マッピ

ングにおいて多大なl占県を挙げている。近年柿物においても、クローン化された迦伝子の

染色体上へのマッピング (Uuanget al. 1988; Simpson et a]. 1988; Clark and Karp 

1989)をはじめ、]隠質転換柄物における場人地伝子 (DN A)の染色体押入部位の解析

(Ambros et a1.1986; 1douras et a1. 1987) 、軒lIi再開雑冊におけるゲノム特異的な反 ~ll配

列をプロープに問いた両親染色体の識別 (Lapitanet a1. 1986: Leitch et al. 1990; Xu 

et a1. 1990)など撤々な期而でこの'fi1;が有効に利川されるようになっている。

イネにおいてはこれまで rbcS辿伝子 (Wuet a1.1986)、28Sリポソーム (r)R N A 

(Fukui et aJ. ]987)、 57kd町z蹴タンパク質地伝子(合IJ1ら1987)およびグルテリン地伝

子(鈴木ら1987)をプロープに川いたinsituハイプリダイゼーションが報告されている

が、いずれの場合にも明l蹴なハイプリダイゼーションシグナルが得られているとはご日い難

い。これは、イネでは染色体のサイズがきわめて小さいこと、およびオートラジオグラフ

ィーによるパックグラウンドのノイズシグナルが多いことがJJ;{同と考えられる。一方、最

近コムギにおいては、ピオチンで器摘した DN八をプロープとしてRlを川いないか

situハイプリダイゼーションが行われ、この場合にはパックグラウンドのノイズシグナ

ルが非常に少なく、きわめて明|時なハイプリダイゼーションシグナルがiUられることが報

告されている CRayburnand Gill 1985) 0 そこで本市:ではイネにおいてピオチン眼識した

rRN八地伝子をプロープに川いて insituハイプリダイゼーションを行い、その打効性

を検討した。

期2即材料お よび)j法

刷物材料には口本明イネ品Tm. 11本町11-、仁染色体を過剰地色体としてもっ・日本附'
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のトリソミック系統(1-1タイプ;I.arge grain)、叩I克明イネ品開-IR36 -およびタバコ品

耶'サムソン'をmいた。換色{本町'i*はM諜解剖t一明拭乾館法(本論文部2市書l旧)に従

い作製したo

プロ}プ DN 八にはイネの rRN^irt伝子のスペーサー間械を台む8.~kb 断}\. (同立jfi

伝学研究所佐野芳雄|呼 tより提供された〉を川いた。プロープ DN八はピオチン化dUTPを

mいてランダムプライマー棋により牒識した。 3E1-]週Il日凪柁した染色体部本を70%ホ

ルムアミド/2xSSC博被で67"C、2分間処Jll!した後、 -200Cのエタノ日ルシリース:(70%、

95%および99%)に5分間ずつ民泊し、風乾した。プロープ反応蹴 (0.lng/川ピオチン関

職DN八、 50%ホルムアミド、 10%硫融デキストラン、 2xSSC、サケ制子[)N ̂ )は100

"Cで10分間調拙した能o"Cで 5分1111包冷した。特染色体版本に15μ のプロープ反応蹴を柿

下し、カバーグラスで封じた様、時*を37"Cの間指 rl'で 3~6 時間インキュベートした。

反応終了後、染色体標本は東祖の2xSSCで 5分1111、370Cの2xSSCで10分11日、主掘の2xSSC

で5分間、 0.1%Triton X-I00を含む弔iMのPB Sで2分1If1、望視の PBSで5~}!l日、 11国

政3l;汀tした。つぎに0.6%の Detekr ~四件ワサビパーオキシダーゼ院合拙 (Rnzoバイオ

ケミカル社〕を措色体原本に柿下し、カバーグラスで封じた後、標本を37"Cの根来，t，で30

分間インキュベー卜した。染色体標本は2xSSCで5分UlJ、0.1.%Triton X~l叩を合む P s 

sで2分n目、 Ps Sで5分間、順次宰拡lにて抗浄した後、暗所で 0.1%Ht 0 ~を合む

0.05% D八13(3，3--ジアミノベンジジンl1tf，;{酷塩)的被 CPs Sに溶解)と20分間反応さ

せたo 反応終了後、染色体棋本は PBSで30秒間出却した後 7%ライト椛(1/15Mリン酷

輯街棟、 p1l6.8で希釈)で 5......15分間染色した。ハイプリダイゼーションシグナルの拙揖

は位相諜顕微鏡を問いて行った。

第 3 節 ~i果

間6-1は'日本附'の二倍体(a)および仁染色体を過剰弛色体にもつ卜リソミック系統

(b)の前"tJUJ染色体における rRN 地̂伝子のハイブリダイゼーションシグナルを示した

ものである。二倍体では 2問所、トリソミック系統では 3問所のIgJ附なハイプリダイゼー

ションシグナルが{:染色体の二次政明近出向iにi認められた。このことから、'日本附'に

おいては rRN ;̂iJ.1伝子が仁染色体の N0 R (f~形成部位〉に枕ín していることが臨認さ
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れた。またこの聞から!日]らかなように1<ックグラウンドのノイズシグナルはきわめて少な

く、処四による弛色体の変形もごく少なかった。これらの点については、染色体標本を作

製1童数日間 (31]-1迎nrD乾蹄させること、ならびにホルムアミド処列!の時間および染

色体とプロープDNAとの反応時間を矧くすること(それぞれ2分間および 3-6時UlD

によって良好な結果が得られた。

-IR36 -をmいた場合には閑 6-21こぶすように多くの細胞で2問所以上の染色体部位に

ハイブリダイゼーションシグナルが制察された。シグナルの数は制l自問で慌々に異なって

いたが、多くの場合、 2Mlの大きいシグナルと 2-8側の小さいシグナルが観察された。

またタバコにおいてイネと同じプロープを用いて fosituハイプリダイゼーションを行

ったところ、間 6-3に示すように明|臨なハイプリダイゼーションシグナルが認められた。

このことはイネとタバコの rRNA辿伝子の描品配列に相向性のあることを示すとともに、

木実験でmいた手怯がイネ以外のj荷物甜にも適用可情なことを示すものと考えられる。

第4節論稿

イネにおいてピオチン標識した rDN八をプロープとして iosftuハイプリダイゼーシ

ョンを行った結果、従来のRJ怯 (Fukuiet a1. 1987)に比べ、プロ山プの検1111茜1Stが栴

段に高まることが明らかとなった。さらにこの手法は掛作が容易で矩n守聞に・肝むという点

でRJ法よりも有効と考えられる。

印1St型のイネにおいては通常、 n 本J~~!イネにも共通に認められる仁染色体に加えさらに

もう 1対の措色体上にニ政政弔が制課されることから、合計 2;tJの染色体にNORが存在

すると考えられている (lfuet a1.1985)。一万本実験の結果は、印[変型のイネCIR36-)で

は rRNA迎伝子がこれらの 2対の NOR以外の時々な染色体部{立にも散視していること

示すものと考えられる。

近年イネにおいては棋泊伝了・のクローニング(lfu1988.1989.1990)やRFLPマーカーの巾

離(斎躍ら1989; McCouch et al.1988)が急辿に進んでいるo イネの染色体地rg:jを完成さ

せるためには、地伝子や分子マーカーの辿蛸地!ヌ|上のfir.悶と史際の染色体上の{I't.i置とを対

応づけることが必盟である o In sftuハイプリダイゼ吋ションはこのような対応づけを行

う上で有:J]な手段になると巧・えられる。ヒトの iosituハイプリダイゼーションにおいて
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は現在、 1kb以下のプロープDNAでも検山できることから、イネにおいても insi山ハ

イプリダイゼーションにより巾ーコピー泊伝子やRFI.Pマーカーをマッピングすることは可

tmと思われるo ただしその閣合にはプロープの検IH感度をさらに向上させるとともに、体

制!日包前1TIまたは木糸JUIなどの長い染色体を聞いることが必要となるかもしれない。

か 8ituハイプリダイゼーションは染色体の識別・同定の手段としても有用である。仰j

えばトマトにおいては、ある特定の反W:配;tIJD N Aをプロープに問いてか 8ituハイプリ

ダイゼーションを行うと、ハイプリダイゼーションシグナルの散と位置が地色体問で異な

り、そのパターンからすべての染色体を同定できることが示されている (Lapitanet a1. 

1989)ロまたイネにおいては in8ituハイプリダイゼーション後の各染色体の識別が大き

な問題となるが、もし染色体識別川の DNAプロープがあれば、これとマッピングを目的

とする迫伝子DNAのプロープとを典なる方法で標識し、これらを悶H寺に出色体にハイプ

リダイズさせる (Cremeret a1.1988)ことにより、地伝子DNAの所属染晶体を決定する

ことができると考えられる。このようにイネの分子・却l胞地伝学研究において in8ituハ

イプリダイゼーションはきわめて利用価怖の高い手法と考えられ、今後本実践で確立した

手訟の幅広い応用がjtJ侍されるo

却5節摘J要

イネにおいてピオチン掠織した rRNAil'!伝子をプロープに川いてjf)sjtuハイプリダ

イゼーションを行い、その有効性を検討した。その結果、 R [，標識したプロープを用いた

掛合に比べ、パックグラウンドのノイズシグナルはきわめて少なく、プロープの枯Jfl感度

が格段に高まることが明らかとなった。 FI本型イネにおいては、仁染色体の二次映窄近傍

部に明|眠なハイプリダイゼーションシグナルが昭められたことから、 rRNA:ui伝子が仁

染色体のに形成部位 (N0 R)に{i'f.l白することが確認された。一方叩1!t型イネにおいては、

仁染色体以外の染色体にもいくつかの小さなハイブリダイゼーションシグナルが認められ

たことから、日本型イネとは異なり rRNA地伝子が様々な肢色体部{立に散布しているこ

とが示唆された。
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総括

植物においては染色体の同定が不完全な聞が多く、また染色体の微和!な構造変異の検出

は一部の稲を除ききわめて悶離となっている。本研究はこのような現状に掠づき、オオム，

ギ、イネ、トウモロコシ等を供試し、阿部i解析法、分染怯等の新しい染色体解析怯の開発

を行うとともに、それらの手訟をmいて柑i物染色体の形態、摘出および機能に閲する箭特

性を明らかにしようとしたものである。得られた結果の概要は以下のとおりである。

1.回像解析怯によるオオムギの核型分析(第 1章)

オオムギを供試し、染色体両偲師trrシステム CHIASを用いて巾j出様恒保の自動検出

から核~!およひ'バンドパターンの jfll/定までのー辿の調査を実施し、間像解析訟の諮問性を

検討した。

まず、プレパラートの自動~jftによる r:11JO]核鹿慢の自動検 11.\を行った。染色体数が揃い、

かっ挽色体の電なりがない核甑を良好な桜坂として自動検出の効率を検討した。その結果、

ギムザ染色を行った染色体原本を用いた場合には7E査制崩内の良好な肱肢のうちの90%以

上を自動検山することができ、 C1-1 1八sによる自動走斑が十分実川に耐えることが19]ら

かとなった。

つぎに、 CHJASを川いて 25日間の半数11/:按甑における各染色体の間保上の長さ、而1

fflおよび平均醜l立を測定した。間保解析怯は削定劫串、測定制度の両而においてこれら定

罰的パラメータの測定にきわめて有効であったo 染色体の長さ、而有iおよび酷ISC体制をパ

ラメータとして棋担分折を行った結果、染色体の識別にはこれらのパラメータのうち民さ

が最も有効であることが明らかとなった。 250核甑における各地色体の相会I長と腕比の平

均値、ならびに 20抜甑の良好な N 分染換におけるバンドパターンの測定データ lこ Ji~づきオ

オムギ染色体のイディオグラムを確立したo

さらに、分裂qlJ町における分裂ステ- yの;進行にともなう按却の変動パターンを明らか

にするため、 250桐の核甑を 1桜坂内の総染色体長に基づき早中1町から完全1"/11田までの 5

つのステーグに分間し、ステージ11日で染色体の相対長および腕比を比較した。その結果、

染色体の相対民および腕比はステーヲ間で撤々に変化し、染色体によってはそれらが分裂

ステージの進行にともない明加または誠少すること、また長さおよび腕比に!却する各染色
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体の核恒内での順位はステージ間で撒々に入れ特わることが明らかとなった。つぎに 1按

甑内の総染色体長の減少串と科挽色体艮の減少串との比に基づいて染色体の相対韓縮串を

算出し、分裂ステージの進行にともなう相会.Ji姫縮率の変化のパターン〈視縮パターン)を

染色体腕ごとに調査した。その結果、作染色体腕の髄縮パターンは早期醍柿型からi血JUJ凝

縮型まで撒々に異なり、さらに染色体の揖柿パタ}ンはステージの進行にともなう相対長

および腕比の変化と栂接に閑辿していることが明らかとなった。このことから、分裂中間

におけるオオムギ桂型の変異はttf.なる制定誤差の結果ではなく、各染色体腕の醍紺i率がス

テージ聞で異なることに起関していると結論された。

2.間像パラメ{夕刊鞭縮担"を川いたイネ体細胞染色体の識別(第2需〉

同像パラメータ"蹴鮪刑 (Cp) "を川いてイネ二倍体における休細胞染色体の融別を

行った。ギムザ染色を行った良好な前"1J目按板を選び、これらの染色体写真を CHIAS

をmいて解析し、各染色体の染色分体中村|部の出世分布r!ll組を得た。この出度分布1111綿に

よって表される染色体の踊縮パターン (CP)、ならびに染色体の長さおよび腕比を比較

.検討することにより各相同措色体を拝観的に識別できることが明らかとなった。

3. オオムギにおける CおよびN分染怯を用いた染色体柿造変異の解析(部 3j的

オオムギ染色体のバンドパターンの変異について再検討するため、 4品羽1の染色体の C

およびNバンドパタ}ンを訓指した。まずすべての品割において各染色体の動原休部位に

はN分染法で染まり C分染法では挽まらない (N寸 c-)バンドがIB現し、 2つのバンド

パターンは助原休部枕でnなることが明らかとなった。つぎに両分染怯に共通して特定の

品開にのみ111現するパンドや醜説および大きさが品開問で異なるバンドが認められ、オオ

ムギ染色体のバンドパターンにはrVlJ院な品開間差異のあることが19Jらかとなった。さらに

各品開における cバンドおよびNバンドの謀本パターンが早IjlJ聞から完全Ijリ閉までの分裂

ステーヲ間で変化しなかったことから、バンドパターンの変異は分染怯およひ={i~llffi に閲有

のものであり、ヘテロクロマチン rJ体の分化にJ占づくものであると結論された。

つぎに、ー竹林政城 1号 P および 'sonus'に巾来する相互転匝系統計 106系統を供試し、

C および N 分措法をmいて転m~染色体の切断点の詐制な位置決定を行ったロその結果、

106系統'11叩系統で転向弛色体腕および切断点を決定することができ、本実験で1Ilいた C
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およびN分地法がオオムギにおける微細な染色体構造変異の検山にきわめて有川であるこ

とが明らかとなった。転限切断l，tの染色体.1-_の分布は均一でなく、大部分の切断点はイン

ターパンド内に存政していた。一)11';.挽色体に共通して切断頗1Stの高い染色体制域は認め

られなかった。勤間体近悼の切断，Atの昨調I!な調査には、 N分挽訟で特果的に111現する助町[

休部{立のパンド CN"tC-)が有効な指田となることがわかった。

4 _ トウモロコシにおける G分操訟の開発〈部 4Ji'e) 

トウモロコシをJl]いて高精度のG分弛法を確立するとともに、刷物染色体の Gバンド梢

造の特性について検討した。

酵諜解離一空気拡蝿訟を川いて作製した染色体標本をトリプシンまたは SDSで処理す

ることによって、前rl1J田の染色体全体にわたってlifJl院なGパンドが111現したo 1胃制度のG

バンドを再現tl:よく得るためには、 Ohnuki栴龍をJl]いた相端の低顎処即、 M諜解剖t-空気

乾蝿f去による原本作製、およびグルタールアルデヒド拙蹴を用いた原本の後岡定処理!が有

効であった。トウモロコシ染色体の Gバンドはjjijrl:1j聞には制かいドット状を呈し、分裂ス

テージが進むにつれ粗になり、完全Ij11聞にはほとんど出現しなくなった。このような特長

は、従来報告されたi附物地色体の Gパンドにほぼ共通に認められるものであるが、動物弛

色体のGパンドの特長とはかなり異なっていることから、両者の Gパンドの構造には212異

のある可能性が高い。そこで、世米の時報告を書l眠しつつ、動物刷物問でGバンドの生成

機構を比較・検討した。

5. 抗日rdU抗体をmいた柄物染色体の担割パターンの解析(節 5市)

刷物における染色体担割の特長ならびに染色体のバンド柑造と担割パターンとの関係を

lifJらかにするため、オオムギ、ライムギ、マカロニコムギおよびイJネを抗試し、 SJUJの郁

々の時jOJに取り込ませた日rdUの染色体上の分布パ夕日ンを抗BrdU抗体をJJJいた免控学的手

法により調査した。 BrdU処J!J!挫のt担割パターンの続時的な変化に掠づき、オオムギでは慨

ね染色体の端部から甑型が始まり、つづいて中間部、器部の)1闘に担割が進行すると考えら

れた。また岡崎の調斑から、イネではオオムギ同撤崎ね弛色体の拙却が早期複製、担部が

i由1町慣製を行うが、ライムギおよびマカロニコムギでは染色体のrl:111II部、謀部、端部のl聞

に担割が進行することが示された。つぎにイネでは前'11J出染色体の蹴鮪部位が晩期担割部
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位とほぼ一致し、オオムギおよびライムギでは蹄色体のcパンド部位の多くが晩期担割の

聞向を示した。しかしながら、マカロニコムギでは染色体制却の晩期担割部位と cパンド

部{Il.とはほとんど対応せず、またオオムギやライムギでも cバンド以外の部位に多くの晩

期複製部位が認められた。

これらの結果から、航物では、染色体の版製は、どの軒iにおいても基部、端部または中

間部等の比較的大きな措色体部分1ft杭でそれぞれ向調的に起こること、ならびにこのよう

な極製パターンの特長は哨乳類等の動物における染色体担割の特長とはかなり異なるもの

であることが示唆された。

6. /0 sjfuハイブリダイゼーションによるイネ rRNA地伝子のマッピング(節6章)

イネにおいてピオチン邸調した rRNA地伝子をプロープに用いて iosituハイプリダ

イゼーションを行い、その有効性を検討した。その結果、 Rr樟識したプロープを用いた

場合に比べ、パックグラウンドのノイズシグナルはきわめて少なく、プロープの検I.U感度

が格段に高まることが明らかとなった。 EI木型イネにおいては、仁染色体のニ次狭窄近僻

部に明瞭なハイプリダイゼーションシグナルが認められたことから、 rRNA辿低子が仁

染色体の仁形成部位 (N0 R)に{立関することが確認された。一方印度型イネにおいては、

仁染色体以外の染色体にもいくつかの小さなハイプリダイゼーションシグナルが認められ

たことから、日本型イネとは異なり rRNA辿伝子が掛々な染色体部位に散在しているこ

とが示唆された。
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