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要 旨 染色体を個別に追跡 しその挙動を調べることのできる方法、FISH法 を シロイ

ヌナズ ナの花粉 母細胞 の減数分裂時の染色体 に適用することを目的に条件検討を行 った。

その結果、以下の条件でFISHを 行 うのが最 良 と結論 された。 花序の固定はカルノイ溶

液(75%エ タ ノール、25%酢 酸)を 用 い、室温 で16時 間程度行 う。細胞壁 とカ ロー ス層

の 消化は0.4%Cellulase、0.4%Pectolyase、0.4%Cytohelicase、1370Ulmla‐Glucronidase

を用 いて37℃ で3時 間処理 す る。ス ライ ドガ ラス上に消化 した細胞 を展開 した後、再度

カル ノイ溶液で固定する。0.1mg/mlRNaseAで37℃30分 間、0.0025%ペ プシンで37℃3

分 間、4%パ ラフォル ムアルデ ヒ ドで室温10分 間処理 した後 、エ タノール シリーズを通

し風乾 させる。ビオチ ン標識 したプローブDNAと ス ライ ドガ ラス上の染色体DNAと 同

時 に72℃3分 間熱変性 させた後 、37℃16時 間反応 させハ イ ブ リッ ドを形成 させる。洗浄

後、アビジンーFITCを 反応 させ 、 ビオチ ン化抗 ア ピジンDを 用 いて 、 シグナルの増幅

を行 う。なお、本研究においてはBACク ロー ンFlOB6よ りプ ロー ブを作成 し用 いた。

序 論 減数分裂は有性生殖を行って次世代を生み出す生物にとって必要不可欠のプロセ

スである。生物は有性生殖を行うことによって進化の速度を爆発的に増加させ、病原菌に

対する抵抗性を高めたと言われている。そのような利益のある反面、減数分裂は染色体数

を2nか ら1nに 半減させるという非常に危険なプロセスを踏まなければならない。この

減数分裂のしくみを解き明かすことは非常に興味深く、かっ重要であると考えられる。

シロイヌナズナは植物体自体が小型で実験室内で数多く栽培できること、世代時間が短

く1年 に何度も実験を行えること、当時知られていた植物の中でゲノムサイズが最も小さ

かったためゲノム構成も単純でその全塩基配列の決定も容易であろうと考えられたことな

どから、1980年 ごろからモデル植物として最適であると提唱され始め、以降分子遺伝学

的な研究を行う多くの研究者に実験材料として採用された。今 日ではゲノムプロジェクト

も完了し、全塩基配列が知られている。しかし植物自体の小ささに加え、ゲノムサイズの

小ささは染色体そのものの大きさも小さいことを意味し、染色体の観察といった細胞生物

学的な研究は困難で壁に阻まれていた。それでもモデル植物としての認知が広がると共に、

徐々にではあるが他の動植物の研究で開発された手法がシロイヌナズナの研究に導入され

はじめ、1990年 代に入ってからは、細胞生物学的な研究の進展も加速し始めた。1994年

にはAlbiniに よって減数第一分裂前期の染色体の電顕像が得 られ、染色体の微細な構造
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が知 られるようになった。

我々はシロイヌナズナの減数分裂に関する突然変異体 を用 いて減数分裂 に関わる遺伝

子の同定を進めているが、それ らの変異体の表現型を解析 し遺伝子産物の機能を推定する

には、減数分裂 を行っている細胞 を、特に染色体 を詳 しく観察する必要がある。 しか しシ

ロイヌナズナでは減数分裂を行っている細胞を同定 し、その染色体 を観察するということ

は容易ではない。1996年 にRossら によって シ ロイヌナズナの減数分裂中の花粉母細胞に

おける染色体の鮮明な像が消化展開法を用いることによって示されたが、これ もさらなる

研究の余地を残 している。しかもこの方法では染色体の一つ0つ を識別 す る ことが できず、

相 同染色体 同士の相対的位置関係などを明 らかにす ることはできなかった。一方、ヒ トや

ムギの染色体 に対 しては染色体上の特定の領域に対するプローブをハイブリダイズさせる

ことによって 、特 定 の染 色体 を認識す る ことので きるFISH(Fluorescentinsitu

hybridization)法 が 開発 され た。1998年 には シロイヌナズナ にお いて もFranszら によって

減数第一分裂 の細胞 に対 してFISH法 が試 み られた。 このよ うな状況 の下、我々はシロ

イヌナズナの花粉母細胞 の減数分裂時の染色体に対するより効率の良いFISH法 の確立

を 目指 して本研究 を行 った。

材 料 ・方 法

植 物 材 料

シ ロイ ヌナ ズ ナ(ArabidopsisthalianaLandsbergerecta)

ク ロー ン

BACク ロー ンF10B6(第0染 色 体5681318～5814017bp)

試薬類

Cellulase"ONOZUKA"R10(YAKULT)

Cytohelicase(SIGMA)

Pectolyase(SIGMA)

β一glucuronidase(和 光 純 薬)

Pepsin(和 光 純 薬)

FlexiPrepkit(AmerschamPharmaciaBiotech)

Biotin-HighPrime(Roche)

Avidin-FITCcomplex(Roche)

BlockAce(大 日 本 製 薬)

Biotinylatedanti-AvidinD(VECTOR)

Rossら の消化 展開法

播種 後3～4週 間経 過 した シ ロイヌ ナズナ の花序 をカル ノイ溶液を用いて室温で一晩

固定する。滅菌水、IOmMCitratebufferpH4.5を 用 いて5分 間2回 づっ 、計4回 洗 浄す る。
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上 記 の バ ッ フ ァー に 溶解 した 消化 酵 素(0.3%cellulase、0.3%pectotyase、0.3%cytoheticase>

を 用 い て37℃1～2時 間 細 胞 壁 ・カ ロー ス を 消化 す る。 バ ッ フ ァー で 洗 浄 後 、 一 つ の 花

序 を ス ライ ドガ ラス 上 の60%酢 酸 中 に移 し、 つ ぼ み を大 き さ の順 に 並 べ る。 つ ぼ み の 長

さが0.3～0.6mmの も の を 選 び 、 新 しい ス ライ ドガ ラス 上 に移 す 。 つ ぼみ を60%酢 酸 中 で

切 開 し、や くを取 り出 し、残 りの 組 織 片 等 を キ ム ワイ プ で 除 く。45℃ で1分 間 保温 した 後 、

カ ル ノイ 溶 液(75%エ タ ノー ル 、25%酢 酸)を 用 い て 再度 固 定 し、風 乾 させ る。

有 山 ・稲 沢 の 標 準 的 なFISH法

ス ラ イ ド標 本 を70℃ の70%ホ ル ム ア ミ ド、2xSSC溶 液 中 で 変 性 後 、-20℃ の70%

エ タ ノー ル 中 に 移 して 急 冷 す る 。100%エ タ ノー ル 中 に移 した 後 、 風 乾 さ せ る。 標 識 した

プ ロー ブDNAを100%ホ ル ム ア ミ ドに溶 解 し75℃ で10分 間熱 変 性 した 後 、等 量 の20%

硫 酸 デ キ ス トラ ン 、4xSSCを 加 え る。 密 閉室 箱 中 で 一 晩 ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンを行

う。37℃ の50%ホ ル ム ア ミ ド12xSSC、 室 温 の2xSSC、1xSSC、4xS

SCで 洗 浄 す る。1%BlockAce/4xSSCに15μglm1に な る よ う にAvidin-FITCを 希 釈

し、40分 間37℃ で 反 応 させ る。4xSSC、4xSSC10.05%TritonX-100、4xS

SCで 洗 浄 後 、DAPIで 対 比 染 色 を行 い蛍 光 顕 微 鏡 で観 察 す る。

Stevensonら の ス ライ ドの前 処 理

ス ラ イ ド標 本 を カ ル ノイ 溶 液(75%エ タ ノー ル 、25%酢 酸)に30分 間 浸 し、 固 定 す

る。0.1mg/mlのRNaseAで37℃30分 間処 理 し、2xSSCで2回 洗 浄 す る。0.0025%

ペ プ シ ン110mMHC量 で37℃3分 間 処 理 し、2xSSCで2回 洗 浄 す る。4%パ ラホ ル ム

ア ル デ ヒ ドで10分 間 室 温 で処 理 し、2xSSCで3回 洗 浄 す る 。 エ タ ノー ル シ リー ズ を

通 し、 風 乾 させ る。

森 島 の シ グ ナ ル 増 幅 法

有 山 ・稲 沢 の方 法 に 従 って 、 ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン を行 っ た 後 、4%BBIockAce/4

xSSCで ブ ロ ッキ ン グ を行 う。Avidin-FITCを 反応 させ 、4xSSC、4xSSC10.05%

TritonX-100、4xSSCで 洗 浄 した 後 、1μg/mlBiotinylatedanti-AvidinDを37℃ で1時

間 反 応 さ せ る 。 先 と 同様 に洗 浄 後 、 再 び 、Avidin-FITCを 反応 させ 、 洗 浄 す る。DAPI

で 対 比 染 色 を行 い 蛍 光 顕 微 鏡 で観 察 す る。

結果の解析法

顕微鏡はオ リンパスBX-60を 用 い、DAPIに よ る染色体像 はWUフ ィル ター を用

い、FITCの シグナル はWIBフ ィル ター を用いて観察 した。 同 じ領域のDAPI染 色

体 像 とFITCの シグナル を別 々にス ライ ドフィルムPROVIAlOO(富 士 フイルム)に 撮

影 した。そ れぞ れ をプ リン トした後、スキャナーで取込み、Photoshopの 画像 ファイ ル と

し、合成 した。
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結 果

条件検 討1鋳 型DNAの 大 き さ プ ロー ブ合 成 の鋳 型 とな るBACク ロー ンDNA

FIOB6は 、合成 された プ ロー ブが500塩 基以下 とな るよ うに あ らか じめ制限酵素で切断

す る必要がある。①EcoRIPstlSalIXhol、 ②EcoRIPstlSallXholClalHaeIII、 ③CtaiHaelII

HindlllDral、 ④Hae111DraIの4つ の組 み合 わせ で消化 を行 い消化断片の大きさを調べた

(Figure1)。 ① の場合 は小 さ くな りす ぎて いた。②の場合 も③ の場合 も消化が不十分 と考

え られた。④ の消化が適切 と考えられた。実際にFISHを 行 った場合 で も④ で最 も良い

結 果が得 られた。

条件検討2材 料 の 固定 法 播種後3～4週 間経過 した、野生型 の シ ロイヌナズナの花序

を①60%エ タ ノール 、30%ク ロロホル ム、10%酢 酸 、 あるいは②75%エ タ ノール 、25%酢

酸 の2種 類 のカル ノイ溶液 で固定 した。①で固定 した場合 にはペプシン処理をして も細胞

が何か膜状のものに覆われていたが、②で固定 した場合にはそのような膜状のものは消化

されてお り、シグナル を鮮明に検 出することができた。この ことか ら固定 には75%エ タ

ノー ル、25%酢 酸 のカル ノイ溶液 を用 いることにした。

条件検討3細 胞 壁 ・カ ロースの消化 固定 された花序は滅菌水、10mMク エ ン酸バ ッフ

ァー(pH45)で2回 ずつ洗 浄後 、消化酵 素液①0.3%セ ル ラーゼ 、0.3%ペ クチ ナーゼ 、0.3%

サイ トヘ リカーゼ 、②0.4%セ ル ラーゼ 、0.4%ペ クチ ナーゼ 、0.4%サ イ トヘ リカー ゼ 、

③0.4%セ ル ラーゼ 、0.4%ペ クチナ ーゼ 、0.4%サ イ トヘ リカーゼ 、1370U/mlaグ ル

ク ロニ ダーゼ を用 いて37℃3時 間消化 した。① の場合 も② の場合 も消化が不十分であっ

た。③ の酵素液を用 いた場合が最も良い結果が得 られた。

条件検討4ス ライ ド標本 の前処理RNaseA処 理 とパ ラフ ォルム アル デ ヒ ド処理は、 こ

れをすることによってバ ックグランドを低下させ ることができた。ペプシン処理は花粉母

細胞 を覆 う何か膜状のものを消化するのに必須であった。標準的に37℃3分 間行 った が、

同 じ条件 で行 って も消化 に過不足が生じることがあ り、実験の都度反応時間を補正 してや

る必要がある。

条件検討5プ ロー ブDNA及 び染色体DNAの 変 性条件 プ ロー ブDNAを100%ホ ル

ム ア ミ ド中75℃ ある いは80℃ で10分 間、染 色体DNAを70%ホ ル ムア ミ ド70℃ 、74℃

ある いは76℃ で変 性 させて みた。 プロー ブDNAは 高温 で変性 させ る と凝集 した。染色

体DNAは どの温度 で変性 させ て もス ライ ドガラスか ら染色体DNAが 剥がれ るよ うな こ

とはなか ったが、 このプローブDNAと 染色体DNAを 別 々 に変性 させ る方法で は強 いシ

グナルは得 られなか った。プロ._._ブを50%ホ ルム ア ミ ド110%硫 酸 デキ ス トラン12xS

SC溶 液 に溶解 しス ライ ド標 本上 に広 げた後、スライ ド標本を72℃ の ホ ッ トプ レー ト上

に3分 間置 き、両方 のDNAを 同時 に変性 させ る方 法 を試 した。 この方法によって結果は

大きく改善された。
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条件検討6シ グナルの増幅 ビオチン化抗アピジンDに よるシグナルの増幅は、顕著に

シグナルを増強した。この処理を行わなくても、まれにシグナルを検出することはできた

が、この処理を行うことによって強いシグナルを再現性良く得ることができた。

条件検討のまとめ 以上の条件 について検討 した結果、Figure2に 示す よ うな信頼 性の高

い シグナル を得 ることが可能 となった。Figure2DAPIは い くつか のデ ィプロテ ン期 の染

色体 を示 している。Figure2FITCはFITCの シグナル を示 してお り、 シグナルを識別 し

やす くするためにシグナルの色を赤 に変更 し染色体像 と重ねたものがFigure2合 成 で あ

る。Figure2FITCが 示す よ うにそれぞれ の細胞 で一 つないし二つのシグナルが得 られた。

シグナルの数の違 いは相同染色体同士の位置関係によるもので、離れている場合には二つ、

非常に近い場合 には一っのように観察 された。 これか らわかるように先の条件で行われた

FISH法 はバ ック グラウ ン ドも低 く、再現性の非常に高いものであった。条件検討の結

果 を総合する と、BACク ロー ンFIOB6を プ ロー ブ とす るシロイ ヌナ ズナの減数分裂中

の花粉母細胞の染色体に対するFISH法 として は以 下 に示 した方 法が最良であった。

プローブ合成の鋳型DNAと な るBACク ロー ンDNAは 大腸菌 よ りFlexiPrepkitを 用

いて精 製 した。 プ ロー ブはBiotinHighPrimekitを 用 いて37℃ で2時 間反応 を行 い、 ビオ

チ ン標識 した。その際20,u1の 反応液 に対 して0.5～1.0μgのDralHaemで 切断 された ク

ロー ンDNAを 用 いた。有 山 ・稲沢 の方法 に従 い、反応終了後10分 間70℃ で処 理 し反

応 を止 めた。反応液 に8M酢 酸 ア ンモニ ウム2.4μ1、10μg!μ1CalfthymusDNA2.0μ1、10

μ9/μ量YeasttRNA2.0μ1、 エ タ ノール79μ1を 加 え一20℃で一晩静置 した。

シ ロイ ヌナ ズナ の花序は75%エ タ ノール、25%酢 酸 のカル ノイ溶液 を用 いて室温で1

6時 間固定 した。そ の後20℃ で保存 した。

Rossら の方法 を参考 に して、固定 した花序を滅菌水、10mMク エ ン酸 バ ッフ ァー(pH4.5)

で5分 間2回 ず っ洗 浄後、 消化酵 素液0.4%セ ル ラーゼ 、0.4%ペ クチナーゼ 、0.4%サ イ

トヘ リカーゼ 、1370U!mlβ 一 グル クロニ ダーゼ を用 いて37℃3時 間消化 した。10mMク

エ ン酸バ ッフ ァー(pH4.5)で5分 間2回 洗浄後 、4℃ で保存 した。

消化 した花 序の 一つをスライ ドガラス上の60%酢 酸 中に移 し、つ ぼみ を一つ づつ切 り

離 し並べた。っぼみの長さが0.3～0.6mmを 選び 、一っ一つ を別 々のス ライ ドガラス上に

移 した。つぼみか らや くを取 り出し、不必要な組織片をキムワイプで拭 った後、や くをっ

ぶ して花粉母細胞 を放出させた。45℃1分 間保温 した後 、75%エ タ ノール、25%酢 酸の

カル ノイ溶 液で ス ライ ドガ ラスに固定 し、風乾させた。

Stevensonら の方 法 に従 いス ライ ド標本 の前処理を行った。スライ ド標本 をカル ノイ溶

液(75%エ タ ノール 、25%酢 酸)に30分 間浸 し、再度 固定 した。0.1mg/mlのRNaseAで

37℃30分 間処 理 し、2xSSCで5分 間2回 洗 浄 した。0.0025%ペ プシン110mMHCI

で37℃3分 間処 理 し、2xSSCで5分 間2回 洗浄 した。4%パ ラホルム アルデ ヒ ドで10

分 間室温 で処 理 し、2xSSCで5分 間3回 洗 浄 した。70%、80%、100%の エ タ ノール

シ リー ズを通 し、風乾 させた。
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エ タ ノー ル 沈 殿 させ た プ ロー ブDNAを20分 間14000rpmで 遠 心 し、上 澄 み を 除 いた 。

150μ1の ホ ル ム ア ミ ドに 溶 解 後 、150,uIの20%硫 酸 デ キ ス トラ ン14xSSCを 加 え

た 。37℃ の ホ ッ トプ レー ト上 に置 か れ た ス ラ イ ド標 本1枚 に つ き20,u1つ つ 分 配 しパ

ラ フ ィ ル ム で 覆 っ た。72℃ で3分 間 加 熱 し、 プ ロ ー ブDNAと 染 色 体DNAの 変 性 を行

っ た 。 密 閉 室 箱 中 に置 き37℃ で 一 晩 保 温 した 。

パ ラ フ ィル ム を剥 が す 間 、 一 時 的 に2xSSC溶 液 中 に置 い た 後 、37℃ の50%ホ ル

ム ア ミ ド/2xSSC、 室 温 の2xSSC、1xSSCで15分 間 つ つ 洗 浄 し、4xSS

C溶 液 中 に 保 存 した 。 森 島 の 方 法 に 従 っ て シ グ ナル の 増 幅 を行 っ た 。4%BBIockAce/4

xSSCで15分 間 ブ ロ ッキ ン グ を 行 っ た 。1%BlockAce/4xSSCに15μglm置 にな る

よ うにAvidin-FITCを 希 釈 し、1時 間37℃ で 反 応 させ た。4xSSC、4xSSC/0.05%

TritonX-100、4xSSCで15分 間 つ つ 洗 浄 後 、1,ug/mlBiotinylatedanti-AvidinDを37℃

で1時 間 反 応 させ た 。 先 と 同様 に4xSSC、4xSSC10.05%TritonX-100、4xSS

Cで15分 間 つ つ 洗 浄 後 、 再 び 、15μglm且 のAvidin-FITCを1時 間 反 応 させ 、4xSS

C、4xSSC10.05%TritonX-100、4xSSCで15分 間 つ つ 洗 浄 した 。2xSSC溶

液 中 に一 時 的 に置 いた 後 、0.5μglm1のDAPIで 対 比 染 色 を行 い 蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 した 。

観察結果Figure3zygoteneの 染 色体 像か ら、減数 第一分裂 前期のザイゴテン期では0部

の染色体 は相 同染色体 同士 対合 しているが、FISHの シグナルか らFlOB6が 相 当す る

第一 染色体 の一部分 はそ れほど隣接 していないことが理解できる。大部分の相同染色体は

F10B6が 相 当す る部分 のよ うに、そ れ ほど近い部位に位置するわけではないということが

推測 される。

パキテン期 には染色体像か ら相同染色体同士は対合 しているのがわか り、 シナプ トネ

マコンプレックスが形成されているように考え られ る。FISHの シグナルが 隣接 して い

る ことか ら、相同染色体同士は同じ遺伝子 をコー ドする領域同士で結合 しているのがわか

る(Figure3pachytene)。

デ ィ プ ロテ ン期 には シナ プ トネマコンプレックスは分解 され、相 同染色体 はキアズマ

部分 と動原体の部分でお互 いに接着 していると考えられている。Figure3diploteneの シグ

ナル も離れ てお り、そ れ を裏付けている。染色体像から染色体に太い部分 と細い部分があ

るのがわか り、太い部分では染色体が高じ構造 を形成 しなが ら凝縮 していく様子が うかが

える。

染色体が高度に凝縮 したダイアキネ シス期には、シグナルが隣接 して存在することか

ら再び相同染色体の対応す る部分同士は非常 に近 くに位置するようになる ことがわか る

(Figure3diakinesis),

減 数第 一 分裂 中期 も シグナル が非 常に隣接 していることか ら、相同染色体が対を成 し

たまま赤道面に並んでいるのが理解できる(Figure3metaphaseI)。

減 数第 一分 裂後期 にはそ れぞ れ の相同染色体 は別 々の極へが分かれてい く様子が伺え

る(Figure3anaphasel)。
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考 察

シロイヌナズナはゲノムサイズが小さいなどの利便性からモデル植物として採用されたが、

植物自体が小さいため、タンパク質を分離 ・精製してその性質を調べるといった生化学的

な研究には全く不向きであった。またその研究の歴史はムギや トウモロコシやダイズとい

った実用性の高い植物と比べると決して古いものではなく、細胞内の構造を顕微鏡下で観

察し調べるといった細胞生物学的研究の蓄積も少なかった。シロイヌナズナはもっぱら突

然変異体を作成してその遺伝子を単離する分子遺伝学的な研究の材料とされたが、変異の

表現型を詳しく調べて行 くにはどうしても細胞生物学的な手法が不可欠であると認識され、

他の動植物で開発された技法の移植が試みられた。1994年 にAlbiniに よって減数第一分

裂前期の染色体の電子顕微鏡像が発表されシロイヌナズナの染色体の微細な構造が知られ

るようになった。1996年 にはRossら によって花粉母細胞の減数分裂全ステージの染色

体像が発表され、減数分裂中の染色体の挙動が具体的にイメージされるようになった。し

かしこの時点ではまだ染色体の一っ一つを識別することはできず、どの染色体がどこにい

るのかはわからなかった。シロイヌナズナの減数分裂中の染色体に対 してもFISH法 が

導入されて、1998年 にはFranszら によって第一減数分裂前期の染色体に対するFISH

像が発表された。この他にもFISHの 報告例はあるにはあるがいつれも、コピー数の多

いrDNAを ターゲットにするもので、シングルコピーの遺伝子をターゲットにするもの

ではなく汎用性が低い。本研究で我々が採用 したプロ0ブ はシングルコピーの遺伝子をタ

ーゲットとするもので、我々が開発したこの方法は他のどの遺伝子にも応用されうるとい

う点で非常に重要であると考えられる。

これまで染色体は染色によって染色体上にバンドを形成させ、それによって染色体を

識別してきた。しかしシロイヌナズナの染色体は非常に倭小でバンドを形成させるなどの

識別は不可能であった。しかし、FISHを 行うことによって染色体の識別が可能となり、

染色体の挙動に対する調査も一段階高い次元で行うことができた。我々は花粉母細胞の減

数第一分裂のほぼ全過程でシグナルを検出するのに成功し、これによって減数分裂を通じ

て相同の第一染色体同士がどのような位置関係をとるのかを理解することができた。今回

我々はF10B6と いう第一染色体に対するプローブを用いたが、他の染色体に特異的なプ

ローブを用いれば他の染色体の挙動を調べることも可能であり、将来各染色体の挙動が明

らかにされるものと考えられる。
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