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石升究j戎果

I研究目的

近年遺伝子工学の技術がめざましく発達するにともなって、多くの生物

種からさまざまな遺伝子あるいは特定DNA配列が単離されそれらの構造

および機能が明らかにされてきている。しかし、これらの配列のゲノム内

での分布様式、すなわちどの染色体のいかなる位置に存在するかというこ

とは特に植物においてあまり解析が成されていない現状である。

本研究は、クローン化した植物の特定DNA配列がゲノム内でどのよう

な分布をしているかを、insituハイブ'ノダイズ法によって明らかにしよ

うとする事を目的とした。本研究で解析の対象とした植物の特定DNAは、

ソラマメ(Viciafaba)由来の高度反復配列およびタバコ(Nicotiana

tabacum)ケノムより単離した自己複製能をもった配列(AutonomouSly

ReplicatingSequence:ARS)であり、ソラマメ高度反復配列に関しては、

ソラマメ属の野生種であるカラスノエンド､ウ(V・anguStifolia)とスズメ
ー

ノエンド､ウ(V・hirSuta)ゲノムにおける分布を、タバコARSに関しては、
－

その相同配列が存在することが確かめられたのでソラマメ

ムにおける分布を解析することとした。

(V.faba)ケノ
ー一

Ⅱ材料と方法

く1＞顕微鏡プレパラートの作成

ソラマメ、カラスノエンド､ウあるいはスズメノエンドウの種子を一昼夜

水に浸したのちベーバータオルまたはバーミキュライトの上にまいた。暗

黒中、27℃で数日間置き生じた根を先端から4～5mmの所で切りとり

0．1％のコルヒチン溶液中で4～5時間処理した後、エタノール／酢酸

（3：1）混液で固定した。固定後根端を蒸留水で洗って固定液を除いて

からO.2%ベクトIノアーゼとO.5%セルラーゼR-10を含む酵素液に

浸し37℃、2時間処理をし、組織をマセレートした。スライドガラスの

2



上で根端の分裂組織の部分をカミソ'ﾉあるいは柄付き針を使って取り出し、

45％酢酸を滴下、カバーガラスをかぶせた後押しつぶし法で細胞を広げ

た（1）。スライドガラスをドライアイスの上にのせ2～3分後カバーガ

ラスをすばやくスライドガラスからはがしとり、無水アルコール中に1時

間置き脱水した。脱水処理後スライドガラスは風乾しプローブを塗布する

までデシケーター内で4℃下で保存した．

＜2＞フ・ローブの調製

フ・ローブの調製には次の3つのクローンを用いた。すなわち、ソラマメ

の高度反復配列の一つであるBamHIファミリーのうち250bp配列

及び1500bp配列のクローン(2)と、タバコから単離したARSの

クローン(3,4)であった。これらのクローンからフ・ラスミドを調製し、

前者2つに関しては制限酵素BamHI、後者はEcoRIで消化し組み

込んだインサートをベクターから切り離した。制限酵素処理をしたブラス

ミドDNAは次にアガロースゲル電気泳動にかけた後、それぞれインサー

トに相当するDNAバンドの部分をゲルから切り出した。切り出したゲル

のブロックを20倍に希釈した電気泳動用緩衝液を満たした透析チューブ

の中に封じ込め幕DNAを電気泳動的にゲルから透析チューブ内の緩衝液

中に溶出した。溶出後、DNAを含んだ透析チューブ内の緩衝液を取り出

しフェノール抽出を数回繰り返しDNAを精製した。DNAをエタノール

沈澱した後遠心によって回収した。得られたクローンDNAは、放射性同

位元素を含む3種のヌクレオチド.(3H-dATP、3H-dCTP、3H-

TTP)及び大腸菌DNAXi<IノメラーゼIを用いたニックトランスレーシ

ョン法によって標識した（5）。

サザンハイブIノダイズ法に関するブロープとしては、3H標識に使用する

ために上記のごとくに調製したソラマメBamHIファミIノーの1500

bp配列及びタバコARSのDNAの5'末端を、ボIノヌクレオチドキナ

ーゼによって32Pで標識したものを用いた。
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<3>insituハイブIノダイゼーション

insituハイブIノダイゼーシヨンは、基本的には以前に報告し

た(S)時の方法にしたがった．4℃でデシケーター内に保存しておいた

広げた根端組織を付着したスライドガラスは、70℃に暖めた2×SSC

（1×SSC=O．15MNaCl、0．O15Mクエン酸ナトIノウム）

中にBO分置いた後エタノールシIﾉーズ(70%エタノール中10分処理

2回→無水エタノール中5分処理）によって脱水し風乾した。これらの

スライドガラスは次に、70℃の3×SSC/50%ホルムアミド溶液に

SO秒浸した後すばやく冷やした70%エタノールに移し染色体中あるい

は核内のDNAを単鎖化するとともにエタノールシIノーズで脱水した。

このように処理したスライドガラス1枚に対し、SO"lのプローブ溶液

（1×105cpm3H-標識DNA、S×SSC、50%ホルムアミド、

1×デンハルト液、10%硫酸デキストランおよび100"g/mlサ

ケ精巣DNA)を塗布し37℃で一昼夜インキュベー卜した。ハイブIノダ

イズ後、スライドガラスを37℃の3×SSC/50%ホルムアミド溶液

で4回、2×SSC中室温下で2回洗浄（各々20分間）し、エタノール

シIノーズで脱水してから風乾した。ハイブ【ノダイズを終えたスライドガラ

スは、約50%の写真用生乳剤（サクラNR-M2)に数秒浸し、乾燥後

デシケーターに納め4℃の暗黒中に3～8週間置いた。適当な時期にデシ

ケーターからスライドガラスを取り出し現像し、さらに7％ギムザ氏液で

染色したのち顕微鏡観察ならびに写真撮影を行った。

＜4＞サザン・ハイブリダイゼーション

ソラマメの高度反復配列BamHIファミIノーをブローブとしたサザン

・ハイブリダイズに用いた植物は、カラスノエンド､ウとスズメノエンドウ

の2種であり、タバコARSをう．ローブとした解析にはソラマメ、カラス

ノエンドウ、オオバナノエンレイソウ、キヌガサソウおよびクルマバツク

バネソウの5種であった。それぞれの植物の葉から全DNAを調製し、種
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々の制限酵素で切断した。制限酵素処理したDNAはアガロース電気泳動

にかけ、アルカIﾉ処理、中和後ニトロセルロースメンブレンにDNAを移

しとった（7）。メンブレンをベーキングした後32P標識のプローブをぬ

り43℃で一昼夜インキュベー卜した後5×SSC/50%ホルムアミド

溶液で4回、2×SSCで2回メンブレンを洗いX線フィルムを重ね感光

させた。

Ⅲ結果と考察

く1＞ソラマメ高度反復配列BamHIファミIノーの他のソラマメ属植物

ゲノムにおける存在と分布様式

真核細胞ゲノムには、コピー数が1～数個の遺伝子の他に数百～数万コ

ピーの反復性配列がかなりの割合で含まれる。とりわけ植物には反復性

DNA配列が多く含まれゲノムの'70～SO%を占める例が多い。植物に

おける反復配列の解析はいくつかの種で実施されているが、最近申請者ら

は、ソラマメ(Viciafaba)ゲノムに存在する高度反復配列のうち、ゲノ

ムDNAを制限酵素BamHIで処理しアガロースゲル電気泳動にかける

と、スメアなバックグラウンドの中に長さの違ういくつかの不連続なバン

ドとして検出されるBamHIファミIノー群と、ゲノムDNAをHaem

で処理後、ほとんど切断されなかったDNA分画(relicDNA)

を回収し、それを別の制限酵素のFoklで切断しアクIノルアミドゲル電

気泳動にかけると59bpの整数倍のDNA断片のシIノーズとして検出さ

れるFokIファミIノーに関して一次構造の解析を行った(2,8)。さ

らにそれらの配列うち、BamHIファミIノーの250bp及び1500

bp配列とFoklファミリーに関して、ソラマメゲノム内でどのような

分布様式を示すかをinsituハイブリダイズ法によって解析した

(S)。その結果、BamHIファミリー群の250bp、1500bp

ファミIノーがともにゲノム内に広く、すなわち全ての染色体に一様に分布

するいわゆる分散型高度反復配列であること、またFokl配列に関して
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は、一対のメタセントIノック染色体以外、5対の全てのサブテロセントIノ

ック染色体の長腕のほぼ中央に局在する事を明らかにしている。

本研究では、これらの反復配列の進化的変異を見るため、ソラマメ属の

野生種のケノムにおける分布様式を解析することにした。まずBamHI

ファミリーに関して他の種にも存在するかどうかを、カラスノエンドウ及

びスズメノエンドウのゲノムDNAを用い、250bpと1500bp配

列をプローブとするサザンハイブIノダイズ法によって調べた。ブローブを

この2種類に絞ったのは、BamHIファミリーを構成するすべての配列

が250bp配列と1500bp配列との両方あるいはどちらか一方を含

む構造になっているからである。図1－a及び図2－aはそのオートラジ

オグラフィーのパターンを示したものである。カラスノエンドウ、スズメ

ノエンドウ両種のゲノムDNAは共に250bp及び1500bp配列と

ハイブIノダイズしたバンドを生じたことから、相同な配列がこれら2種の

ソラマメ属の野生種にも存在することが分かった。さらに、2つのブロー

ブで得られたパターンを比較してみると、カラスノエンドウでは、制限酵

素によっては一致するバンドもあるがメジャーなバンドが両プロープで異

なるものが多い傾向にあるのに対し、スズメノエンドウの場合は、すべて

の制限酵素に関して250bpと1500bpフ・ローブのパターンが一致

した。このことは、少なくともスズメノエンドウゲノムにおいては、すべ

ての250bp相同配列と1500bp相同配列がごく近傍に存在してい

ることを示している。ソラマメゲノムにおいてBamHIファミIノーの

250bpと1500bp配列が、他の1750bp、2400bpある

いは2600bp配列の中で隣接して存在するものと、250bp配列と

1500bp配列としてそれぞれ独立して存在する場合がある(2)とい

うことと、進化的に見てスズメノエンドウがソラマメ属の中ではソラマメ

より古いタイプの種と考えられている(9)ということを考え合わせると、

BamHIファミリーの変異のパターンを考える上で興味深い。すなわち、

250bp配列と1500bp配列は古くは互いに隣接した形でのみゲノ
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ム内に存在していたものが、進化の過程で分離するものが出てきて別のフ

ァミIノーを形成するようになったということを暗示している。

次に、ソラマメゲノムにおいては全ての染色体の全長にわたって分散し

ているBamHIファミIノーが、より古いタイプ・のソラマメ属の野生種で

はどのような分布様式をとっているかをinsituハイブIノダイズ法

によって調べた。1500bp相同配列のカラスノエンドウケノムでの分

布を中期染色体において見ると、カラスノエンドウはS対のサブテロセン

トIノック染色体を持つが、銀粒子は全ての染色体に見出された（図1--d)｡

この結果は、カラスノエンドウゲノムにおいても、1500bp相同配列

が分散型の反復配列として存在するということを示している。一方、静止

期核におけるパターンを見ると銀粒子が一ヶ所に局在するのではなく、核

内に点在していることが明かであり上の結論を支持している（図1-c)。

さらに、染色体における銀粒子の位置を注意深くみると、ほとんどの場合、

長腕あるいは短腕のテロメアもしくは動原体付近に見出され、長腕の中間

の位置には存在しないか、存在していてもわずかであることが分かった。

1500bp配列が全ての染色体の全長にわたって存在しているというソ

ラマメゲノムにおける分布様式とこの結果を対比させて考えると、この配

列が進化と共に分散化が強まっていったことが示唆される。

一方、250bp相同配列に関しては静止核における分布のみを調べた。

図1－bを見て明らかなように、検出された銀粒子の数は数個と少ないが、

やはりこの配列も分散型の反復配列であることが分かった。銀粒子が少な

いのはおそらくこの解析に使ったプローブの放射比活性が低いことが原因

であり、実際の分布密度を反映したものではないと考えられる。250

bp相同配列の少なくとも一部は1500bp相同配列に隣接しているこ

とがサザン・ハイブIノダイゼイションの結果（図1-a)より明かである

ことから、より高い比活性のフ・ローブを使用したならおそらく銀粒子の分

布密度は1500bp配列をフ・ロープとして得られたパターン（図1-c)

と同じくらいになるものと思われる。
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図2－bは、1500bp配列をブローブとしたスズメノェンドウ休止

期核におけるinsituハイブIノダイゼイシヨンの結果を示したもの

であるが、カラスノエンドウの場合と同様に銀粒子が核全体に分布してお

り、スズメノエンドウゲノムにおいても1500bp相同配列が散在型反

復配列として存在していることが明かとなった。250bp配列をフ・ロー

プにしたときも同様に核内に点在しており、250bp相同配列も散在型

反復配列であることが示された（図2-c)。サザン・ハイブIノダイゼイ

ションの結果から明らかなように、250bp及び1500bp相同配列

はスズメノエンドウゲノム内では全て隣接しているので、insitu

ハイブリダイゼイションによって得られる銀粒子の分布密度は、250b

p配列のブロープと1500bp配列のフ・ローブの場合で等しいことが予

想される。しかし、図2－bとcを比較すると、図2－cの250bp配

列プロープで見られる銀粒子の数が少ない傾向にある。これは遥得られ

た250bp配列フ・ローブの放射比活性が1500bp配列のものより低

いことに起因するものと考えられる。

＜2＞タバコ由来のARSの相同配列の他の植物における分布。

真核細胞由来のDNA断片で酵母菌の細胞内で複製能をもつ配列が自己

複製能をもつ配列、ARS(AutonomouslyReplicatingSequence)、とし

てさまざまな真核細胞から単離同定されている(10,11)｡ARSは

それぞれの真核細胞ゲノムにおいてDNAの複製の起点として働いている

と考えられている。植物においても、タバコから単離され塩基配列が明ら

かにされている（3，4）。もし、ARSが、DNAの複製という細胞が

営む基本的な反応において機能するものであるのならば、進化的に安定な

配列ではないかと考えられる。そこで本研究では、タバコから単離された

ARSと相同なDNA配列が他の植物において存在するのか、もし存在す

るとしたらゲノム内でどのような分布をしているのかを調べた。まず、タ

バコARSをブローブにしたゲノミックサザン・ハイブリダイゼイシヨン

’
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を行ったところ、使用した植物の全てに相同な配列が存在することが分か

った（図3-a)。その中で、ソラマメについてinsituハイブIノ

ダイゼイションを行い、タバコARSと相同な配列の分布をみた。今のと

ころ信頼できる確実な結果は得られていないが、傾向として、銀粒子が各

染色体に存在することを示唆するパターンが多く得られた。図3－bはそ

の一例である。クIノアな結果が得にくい原因として、1）サザン・ハイブ

Iノダイゼイションのパターン（図3－a)より明かであるが、ソラマメに

存在するタバコARSと相同な配列とタバコARSとの相同性の度合いが

あまり高くない、2）1）に加えて、insituハイブIノダイゼイ

ションに用いたフ・ローブの比活性が（1）の不利な点をカバーしうる程に

は高くなかった、等が考えられる。今後は、さらに比活性の高いブローブ

を得られるようにするか、タバコARSと相同な配列をソラマメから単離

してそれをフ・ローブとして用いることによって確かなデータを得ることが

課題となろう。そして、その配列の染色体における位置を知ることによっ

て、染色体レベルでのDNAの複製起点の位置あるいは分布が明らかにな

るものと思う。
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図の言兎亘月

図1

250bp及び1500bpBamHIファミIノーのカラスノエンド

ウゲノムにおける存在と分布．a:ゲノミックサザン・ハイブIノダイゼイ

ション。カラスノエンドウの全DNAをBamHI(B)、EcoRI

(E)およびHindm(H)で消化した後、アガロースゲル電気泳動に

かけ、ニトロセルロースメンブレンにDNAを移しとった。それらのプ

ロットとソラマメのBamHIファミIノーの1500bp(1)と250

bp配列(2)を32Pで標識したものをフ・ロープにハイブIノダイズさせた。

b、c，d:insituハイブIノダイゼイション。3Hで標識したソ

ラマメの250bpBamHIファミリー配列(b)、1500bp配列

(c、d)をフ・ローブとした、休止期核(b、c)及び中期染色体(d)

におけるパターン。写真下に示された横棒はすべて10"Inを表す。

図2

250bp及び1500bpBamHIファミIノーのスズメノエンド

ウゲノムにおける存在と分布。a:ゲノミックサザン・ハイブIノダイゼイ

ション。スズメノエンドウの全DNAを制限酵素で消化後、サザン・ハイ

ブIノダイゼイションを行った。シンボル、数字の持つ意味は図1－aと同

じ。b、c:insituハイブリダイゼイション。ソラマメ1500

bp配列(b)及び250bp配列(c)をう°ローブとした休止期核にお

けるパターン。横棒は10"mを表す。
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’ 図3

Ｉ
ｌ
ｉ

タバコARS相同配列の他の植物ゲノムにおける存在と分布。

a:ゲノミックサザン・ハイブIノダイゼイション。ソラマメ(1)、カラ

スノエンド､ウ（2）、オオバナノエンレイソウ（3）、キヌガサソウ（4）

及びクルバマツクバネソウ（5）の全DNAをEcoRIで消化した後、

32Pで標識したタバコARSをう．ローブとしたサザン・ハイブリダイゼイ

ションを行った。b:insituハイブIノダイゼイション。3H標識

したタバコARSをブロープにソラマメ染色体における分布をみた。横棒

’

は10"mを表す。

’

’

’
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