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4．住血吸虫染色体における遺伝子マッピングの意義

平井啓久

(掲載決定：平成３年８月７日）

かになった（HiraietaLl989)。

プローブＤＮＡはランダムプライム法を用いてビオ

チン化ヌクレオシド（例えばｂｉｏ－ｄＡＴＢｂｉｏ－ｄＵＴＰ

など）で標識する。染色体標本はＲＮａｓｅとProteinase

Kで前処理する。後者の過程は，住血吸虫の場合，核

型を温存するために重要である。これは貝組織の蛋白が

標本上に付着しているためと思われる。染色体ＤＮＡ

変'性は，アルカリ処理（ｐＨ１２．５，２ｘSSC，室温４分

間処理）の方が哺乳類でよく用いられる70％ホルムアミ

ド処理（70°Ｃ，２分）より，核型を温存するために有利

である。標識ＤＮＡプローブは,ハイブリダイゼーショ

ン混合液と共に熱処理（100°Ｃ，５分）によって変性す

る。その混合液は，最終的に，標識ＤＮＡプローブ液

0.4-0.6〃ｇ／ml，ホルムアミド45％，硫酸デキストラ

ン９％，サケ精子ＤＮＡＬ６５ｌＵｇ／ml，およびＢＳＡ（２０

ｍｇ／ml）を含む1.9xSSCの構成になっている。プロー

ブＤＮＡの実質濃度はＤＮＡの性質によって変更する

必要がある。硫酸デキストランはプローブＤＮＡどう

しのネットワーク形成を誘発する。

ハイブリダイゼーション液30-50〃ｌを染色体標本上

に滴下しパラフィルムで覆う。２ｘＳＳＣで湿らせた濾紙

を敷いた大型プラスチック製シャーレに入れ，３７°Ｃ多湿

恒温器内に一晩静置する。ハイブリダイゼーション終了

後，スライド標本は40％ホルムアミドを含む２ｘＳＳＣ，

45°Ｃ，２ｘＳＳＣ室温，１ｘＳＳＣ室温にて30分間ずつ洗浄

する。

ビオチンーアビジン結合系を使用したハイブリダイゼー

ションでは２通りの検出法が考えられる。第１はＦＩＴＣ－

アビジンによる蛍光法，第２はアルカリ性ホスファター

ゼ（ＡＰ)－アビジン複合体による酵素法である。前者

は抗アビジン抗体などを使用すれば陽性部位の検出を増

幅できる。

蛍光法は，ＰＩ（propidiumiodide）で染色体を染色

後，落射式蛍光顕微鏡（ＦＩＴＣＢ励起フィルター）で観

察する。ハイブリダイゼーション部位は黄緑色に光り，

染色体は朱色に発色する。同時にＣ－バンド部位も識別

できる。酵素法はギムザ液で染色体を染色後，光学顕微

鏡（フィルターなし）で検鏡すると，薄青紫色の染色体

上に茶あるいは黒の陽,性部位が観察できる。次に反復

ＤＮＡと比較的サイズの小さいＤＮＡにおける実験例を

はじめに

遺伝子マッピングは，ゲノム構成を知る上で非常に有

効な手段であり，基礎および応用的な研究への有用性が

高い。それゆえ，マッピングは遺伝学の初期より重要な

課題のひとつであった。しかし，初期のマッピングは，

ショウジョウバエのように詳細な遺伝実験が可能な生物

に限られており，交配実験が不可能であったり，世代時

間の長い生物では手の届かない研究であった。最近の組

み換えＤＮＡ法の発展は,その障壁を取り除く突破口と

なった。種々の遺伝子のクローニングや染色体ＤＮＡ

断片の分離が行われ，そのクローン化ＤＮＡをプロー

ブとしたマッピングが可能となったからであるＯ特に，

ヒトを含む哺乳類の細胞培養系の確立は，染色体マッピ

ングの著しい進展をもたらした。１０年前までは，寄生虫

類の遺伝子マッピングなど思いも及ばなかったが，最近

の目覚しい分子寄生虫学および染色体技術の発展はそれ

を可能にした。今回は，我々が行っているｉ〃sitリハイ

ブリダイゼーションを用いたマンソン住血吸虫の染色体

上遺伝子マッピングについて紹介する。

I7zsituハイブリダイゼーション法

染色体マッピングには,染色体標本とプローブとする

クローン化ＤＮＡが必要である。染色体標本の良否は

、sitリハイブリダイゼーションの結果を左右するので，

標本作製は最も重要なステップである。標本は伸張した

多くの中期像が要求される。住血吸虫類では，Short

andGrossman（1981）の改良法（HiraietaLl989）

が，簡便であり伸張した染色体を得易いことから現在の

ところ最も良いと思われる。プローブ（ＤＮＡ）の作製

法については多くの他の出版物に譲りたい。Galland

Pardue（1969）およびPardueandGall（1969）が

、sit,ルハイブリダイゼーション法を開発して以来，多

くの改良法が工夫されて来た。

当初，住血吸虫の染色体i〃sitリハイブリダイゼーショ

ンは，いくつかの方法が試みられたが，最終的に図ｌに

示したようなビオチンーアビジン結合系を用いた非アイ

ソトープ法（PinkeletaLl986）が最も良いことが明
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図ｌＩ７ｚｓｊｔｕハイブリダイゼーション法の簡略説明図。

紹介する。 常染色体および性染色体いずれにも存在し，ゲノム全体

に分散していた。しかし，もっとも注目されることは，

ある特定の部位だけに顕著なスポットが見られた（鍼印)。

これは,Ｇ励起フィルターで観察されたＷ染色体短腕

のＣ－バンド部位内に位置していた。このことは前中期

像の染色体の観察においてより明確になった。図２ｃは

Ｗ染色体の大きなＣ－バンド（より白い部分）とその

中に存在する小さな真正染色質のギャップ（矢印）を示

している。一方，図２．はその同じ細胞のギャップ部位

に顕著なＦＩＴＣの発光を示した（鍼印)。観察した43個

の全雌細胞が上記と同じ状況を呈した。Ｚ染色体はＷ

におけるような顕著なスポットは決して示さなかった。

即ち，この部位におけるＳＭα断片が，雌特異性を示

す要因になっていると思われる。以上のことをより簡潔

に説明してくれたのが，減数分裂の移動期におけるハイ

ブリダイゼーションであった。図２ｅはＣ－バンド染色

されたｚｗ染色体の対合状態を示している。右側のＷ

染色体は大きなＣ－バンドとその内部の真正染色質のギャッ

プ（大矢印）を明確に示している。また，両染色体の相

雌特異性を有する反復ＤＮＡＳＭａ

ＳＭａは，マンソン住血吸虫のゲノム全体に分散して

いると思われる反復ＤＮＡファミリーである。ファミ

リー内のいくつかのメンバーはリトロポゾンの特徴を示

し，ゲノム内に7,000-10,000回繰り返し，そして雌虫

体の大きな断片と相同'性を示す（SpotilaetaL1989)。

HiraietaJ．（1989）はこのファミリー内のｐＳＭａｔ－

２をプローブとして染色体上のマッピングを行った。

ＳＭａｔ－２はサイズ335ｂｐのＳａｕ３Ａ断片で上記の特

'性を示す（SpotilaetaZ，1989)。図２にこのプローブ

の、ｓ伽ハイブリダイゼーションの状況を示した。蛍

光法の場合，染色体はまずＧ励起フィルター（ＦＩＴＣ

を発色しない）を用いて，ＰI染色された核型とＣ－バ

ンド部位（より白く見える部位）によって同定される

(図２ａ)。同定後，直ちにフィルターをＢ励起に変え，

ＦＩＴＣが発光している部位（ハイブリダイゼーション部

位）を観察する。図２ｂに示すように，ＳＭａｔ－２は
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図２ 雌特異的反復ＤＮＡＳＭａのマンソン住血吸虫染色体における、sitリハイブリダイゼーション。ａ）

Ｇ励起（ＴＲＩＴＣ）フィルターで観察した雌の中期染色体．ｂ）ａと同細胞をＢ励起（FＩＴＣ）フィル

ターで観察したもの。ｃ）Ｇ励起フィルターで観察した雌の前中期染色体。ｄ）と同細胞をＢ励起フィ

ルターで観察したもの。ハイブリダイゼーション陽性部位かＦＩＴＣの蛍光を発している（b，ｄ)。ｅ）

C－バンド染色された減数分裂移動期におけるＺＷ二価染色体。ｆ）ＺＷ二価染色体（移動期）におけ

る酵素法によるハイブリダイゼーションの検出。Ｚ：Ｚ染色体。Ｗ：Ｗ染色体。大矢印：構成的異質染

色質内の真正染色質ギャップ部位。鍼印：顕著なハイブリダイゼーション陽性部位。小矢印：キアズマ

形成部位。三角形：動原体部位。

同性部位である真正染色質域では３個のキアズマが観察

される（小矢印）が，非相同性域（ＷのＣ－バンド域）

にはそれが存在しない（図３)。ちなみに，ＺＺ対合の場

合は４個のキアズマが形成される。従って，Ｗ染色体

の構成的異質染色質はキアズマ形成を抑制していると恩

われる。このような特'性を持つＺＷ二価染色体に対し

て、sitリハイブリダイゼーションを試みると，片側染

色体（ｗ）だけに陽性部位（鑑印）が観察された（図２

f)。この部位は，前述した体細胞分裂の前中期像で見ら

れたと同じように，図２ｅで観察されたギャップ部位に
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相当するものと思われる。

以上のことを総合すると，雌特異'性を有するＳＭａ
(fSMα）はＷ短腕のＣ－バンド内ギャップ域に位置し，

構成的異質染色質のキアズマ抑制によってＷ染色体に

系統維持されて来たことが明かになった。さらに，この

部位のｆＳＭａは，Ｗ染色体短腕の構成的異質染色質の

縦列倍加と関連して，反復の増幅を行ったと推測される。

なぜなら,Ｗ染色体のその部位だけかＺ染色体より約１５

％長くなっているからである（図３）。

ｑＣ
戸１

ＳＭＯＩ

卵殻形成蛋白をコードする遺伝子P14およびＰ４８

Ｐｌ４およびP48はマンソン住血吸虫の成熟雌虫体だけ

に見出され，しかも発育過程にともなって調節される

ｍＲＮＡから相補的に形成されたｃＤＮＡクローンであ

る。このｍＲＮＡは，未成熟な雌，雄，および卵では

確認されないが，正常な両性感染では，感染30日前後か

ら認められ45日ごろまで増加を続ける（ＢｏｂｅｋｅｔａＬ

１９８６；Chenl991)。両ｃＤＮＡのサイズは，P14が約950

ｂｐの５コピーそしてP48が約２ｋｂｐの単コピーである。

そのＤＮＡ配列から推測されるアミノ酸組成は，前者

がグリシン（44％）そして後者はチロシン（26％）およ

びリジン（17％）が最も多かった（BobeketaZ1986；

Chenl991)。

この両ｃＤＮＡをプローブとしてマッピングを行った

(HiraietaJ、未発表)。図４に示したように，Ｐ1４（図

4ａ）は第３染色体長腕の末端部に位置することが明か

になった。109個の細胞を観察したところ79個（72％）

の核板（Spread）がこの部位に陽性を示した。一方，

P4８（図４ｂ）は同じ第３染色体長腕の基部に存在した。

観察した63個の細胞の内52個（82％）がこの部位に陽性

同性部位

ＺＷ

図３雌特異的ＳＭａ（fSMα）とマ

ンソン住血吸虫性染色体（ＺＷ）

の特性との関係。三角形：動原

体部位。

図４卵殻形成蛋白遺伝子Ｐｌ４（a）およびＰ4８（b）の蛍光、ｓ血ハイブリダイゼーション。鍼印：ハイブ
《p

’)ダイゼーシヨン陽』性部位。３：第３染色体。
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を示した。即ち，両遺伝子は同染色体上で連鎖関係にあ

る。両者とも遺伝子レベルでは各々雌雄の差はなく，両

性とも第３染色体の各部位に陽性を示した。
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おわりに

以上のように，染色体遺伝子マッピングは，ＤＮＡの

分子生物学的および細胞遺伝学的な情報をより詳細なも

のにし，遺伝子の性状を考える上で非常に有効であった。

今回紹介した、sitリハイブリダイゼーション法は，遺

伝子の染色体上の位置をより直接的に検出できる点で非

常に有用性が高く，住血吸虫では現在のところ最も良い

遺伝子マッピング法と言える。

住血吸虫の場合，ラジオアイソトープ法は核型を温存

できない点で不利である。手技の煩わしさや危険性を削

減するためにも，非アイソトープ法の方が多くの生物に

おいて今後使用頻度が高くなると思われる。ビオチンー

アビジン結合系では，今回紹介したように２ｋｂｐ単コ

ピーサイズのＤＮＡまでは分析可能だが，これ以下の

サイズの単コピーは現在のところ非常に困難である。今

後より一層の検出感度の増幅の工夫が要求される。ビオ

チンーアビジン結合系の中では，蛍光法の方が増幅可能

なことからも酵素法より分析力が高く有効である。しか

し，染色体標本の性質によっては後者を必要とする場合

もある。

今後より多くの遺伝子がマッピングされ，染色体地図

が充実すれば，その成果は住血吸虫症の基礎および応用

的な研究に対して多くの示唆を与えるものと期待される。
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