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ははははししししががががきききき
本研究課題はマンソン住血吸虫のゲノムプロジェクトの一環として、BACクローンの染色体

マッピングの技術開発を行い、全クローンの住所録を完成させることを目標に推進してきた。

計画期間内に実施した項目を下記に列挙する。

（１）染色体標本を適格に作成する技術、マッピングに伴うクローンDNAの標識ならびに染色

体DNAの変性方法、シグナルの位置を染色体模式図に記入する方法等を開発した。これ

によって、染色体マッピングのFISH (蛍光インシツ－ハイブリダイゼ－ション) 技術が

確立した。この技術は住血吸虫類だけではなく、フィラリアの染色体マッピングにも利

用できた。

（２）小型染色体、第５、６、７は染色体の形態から同定することは、マンソン住血吸虫の染

色体に習熟していなければ非常に難しく、汎用性が低く客観性に乏しい。そこで、客観

性の高い染色体同定法を確立するために、各染色体に特異的な彩色プローブを作製した。

（３）BACクローンの染色体マッピングを可能にしたことで、幾つかの特異的遺伝子の染色体

上の座位を決定することに成功した。例えば、adenylosuccinate lyase, HOX geneなど。

（４）染色体マッピングを補足する技術として、染色体上でPCR を行うPRINS法を、住血吸虫

類の染色体でも実施できる方法を改良した。

（５）今回のプロジェクトで開発した技術は、霊長類の染色体を用いた遺伝子マッピングにも

利用でき、遺伝子のマッピングや染色体分化解析に応用された。

当初の目標であった２００００個の BAC クローンをマッピングすることは、残念ながらまだ

達成できていないが、今回のプロジェクトで安定した技術を確立したので、今後は他研究機関

の協力も得て、全クローンのマッピング完成は不可能ではない。我々の技術は、日本住血吸虫

のゲノムプロジェクトを行っている中国チームにも、現在技術移転されつつあり、世界的な寄

生虫ゲノムプロジェクトの発展に寄与するものと思われる。
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染染染染色色色色体体体体ママママッッッッピピピピンンンンググググ
今回開発したマンソン住血吸虫の BAC クローン DNAの染色体マッピングの
あらましを記す。
（（（（１１１１））））染染染染色色色色体体体体基基基基本本本本情情情情報報報報

染色体マッピングを正確に行うには、まずその生物種の染色体情報を正確に
把握し、マッピングした遺伝子なり DNA の位置を示すための台帳を作る必要
がある。最初の情報は染色体のサイズで、大きい方から小さい方へ順に並べる。
次に、染色体の形から染色体の長腕と短腕の比率によって形の特性をきめる。
さらに、染色体内の DNA４塩基ヌクレオチドの存在様式によってきまるバンド
を検出し、それに番地にあたる番号を振り当てる。例えば、ヒトの 7q31.1 は第
７染色体長腕３の１の１に存在するバンド番号である。
しかし、このようなバンドが検出できるのは恒温動物の鳥類と哺乳類である。
変温動物は情報量の多いバーコード状の染色体バンド（G-および R-バンドのよ
うな）は存在しないのが普通である。したがって、寄生性住血吸虫類もそうい
ったバンドは得られない。そこで、住血吸虫類の染色体を正確に同定するため
に有効なバンドは、すべての真核生物に構成的に存在するヘテロクロマチン（C-
バンド）である。染色体はユークロマチンとヘテロクロマチンの 2 種類のクロ
マチンによって形成されているので、真核生物の染色体を比較する場合や染色
体の特徴付けには重要な標識となる。したがって、住血吸虫類は先にふれたバ
ーコード状バンドは持たないものの、C-バンドを用いて各染色体を同定するこ
とはできる。
そこで、マンソン住血吸虫の染色体台帳は、染色体のサイズ、形、C-バンド
によって下記のように作成された。この模式図（図１）は全染色体（1~Zまで）
の総長を 100％ととして、各染色体の相対長を決め、セントロメア（短い横棒）

図図図図１１１１....ママママンンンンソソソソンンンン住住住住血血血血吸吸吸吸虫虫虫虫のののの染染染染色色色色体体体体模模模模式式式式図図図図

と C-バンド領域（黒色）を示したものである。各染色体の相対長は各染色体の
ゲノムサイズ（DNA 量）とも相当しているので、総ゲノムサイズ 2.7 × 108 を
各染色体のサイズに振り分けると下記の表のように、各染色体の DNA 量が推
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定できる。
表表表表１１１１....各各各各染染染染色色色色体体体体ののののササササイイイイズズズズかかかからららら割割割割りりりり出出出出ししししたたたた各各各各染染染染色色色色体体体体のののの DDDDNNNNAAAA 量量量量....

Chromosome Relative length

(%)

DNA contents (Mb)

1 20.8 56.16

2 13.7 36.99

3 13.6 36.72

4 11.7 31.59

5 7.2 19.44

6 7.1 19.17

7 5.7 15.39

Z 20.2 54.54

W 23.1 62.37

Total 100 270

（（（（２２２２）））） 蛍蛍蛍蛍光光光光イイイインンンンシシシシツツツツ－－－－ハハハハイイイイブブブブリリリリダダダダイイイイゼゼゼゼーーーーシシシショョョョンンンン（（（（FFFFIIIISSSSHHHH））））

染色体標本作製法は後出する FISH Mapping for Helminth Genomeに詳細に記

図図図図 2222....FFFFIIIISSSSHHHH 法法法法のののの模模模模式式式式図図図図

載した。その方法で作製したスライドガラス染色体標本と適当なハプテンを用
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いて標識した DNAクローン（ここでは BAC クローン）をハイブリダイゼーシ
ョンさせ、そのハプテンを認識する蛍光色素で検出する（図２）。DNA の標識
は挿入している DNA のサイズによって、標識キットを変える必要があるが、
BAC クローンの場合は Klenow エンザイムを使ったランダムプライム法が最
もよかった。詳細は先に上げた文献を参照されたし。

（（（（３３３３）））） FFFFIIIISSSSHHHH 解解解解析析析析

FISH によって染色体上に検出されたシグナルは、蛍光顕微鏡で観察すると
図３のように見える。観察データは画像解析装置でコンピュータに取り込まれ、
デジタルデータとして保管される。図３に見られるように、クローンによって

図図図図３３３３.... FFFFIIIISSSSHHHH ママママッッッッピピピピンンンンググググのののの例例例例....

１本の染色体に特異的だったり、幾つかの染色体に反応するキメラ状態のもの
があったりする。この情報がクローンの性質を明確し、その後の遺伝子解析等
に重要な基礎情報となる。例えば、特異的遺伝子を BAC クローンライブラリ
ーでスクリーニングして、反応したクローンの染色体上の座位が明らかになっ
ていれば、その遺伝子の存在位置が明らかになる（図３参照）。

（（（（４４４４）））） シシシシググググナナナナルルルル位位位位置置置置のののの測測測測定定定定

先のもふれたように、住血吸虫類には G­および R­バンドのようなバーコー
ドようのバンドがないので、C­バンドで染色体を同定している。しかし、C－
バンドではシグナルに番地を与えるバンド番号までは得られないので、シグナ
ル位置を何らかの方法で測定する必要がある。そこで、画像解析ソフトを使っ
て、デジタルデータ画像上で染色体の短腕末端からシグナルの位置を測定し（図
４）、染色体長に比例したシグナルの相対位置を割り出している。誤差を是正
するために、１クローンにつき３～５個の核板を用意し、その平均値を染色体
の模式図にプロットしている。その一例を図５に示した。
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図図図図４４４４....シシシシググググナナナナルルルル位位位位置置置置のののの測測測測定定定定....第第第第１１１１染染染染色色色色体体体体上上上上ののののシシシシググググナナナナルルルル位位位位置置置置をををを計計計計測測測測ししししてててていいいいるるるる例例例例....

図図図図５５５５....第第第第１１１１染染染染色色色色体体体体にににに存存存存在在在在すすすするるるる BBBBAAAACCCC ククククロロロローーーーンンンンのののの位位位位置置置置
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（（（（５５５５）））） 染染染染色色色色体体体体彩彩彩彩色色色色ププププロロロローーーーブブブブのののの作作作作製製製製

第１～４染色体ならびに性（Z, W）染色体はサイズ、形、C­バンド特性によ
って、比較的簡単に同定ができる。しかし、小型染色体の第５～７染色体はサ
イズ、形、C­バンドが良く似ているので、同定は非常に難しい。そこで、より
客観的な同定を可能にするために、各染色体を特異的に彩色するプローブを作
製した（田口尚弘氏の協力による）。図６に第５～７染色体を特異的に染めて
いる彩色プローブの例を示した。方法は、第１に各染色体を約１０本ずつ顕微
鏡の下でマイクロマニピュレータを使って削り、PCR 増幅後、その染色体に特
異的な配列を持った PCR 産物を集めて標識し、彩色プローブとしたものであ
る。

図図図図６６６６....第第第第５５５５、、、、６６６６、、、、７７７７染染染染色色色色体体体体のののの彩彩彩彩色色色色ププププロロロローーーーブブブブ....

これらの染色体マッピング技術がととのったことで、マンソン住血吸虫の
BAC クローンのマッピングが、以前にくらべると比較的速やかに行えるように
なった。




