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Summaり Surface目spreadpolytene CSSP) chromosomes of salivary glands from late 

third田instarlarvae were used for the construction of an electron microscopic CEM) photo 

map of the entire genome of D. melanogaster Oregon Q2. The SSP chromosomes were 

spread by surface tension， according to the method of the Kalisch group， show more 

additional bands and interbands than the squashed chromosomes. Recent advances in the 

molecular mapping of DrosoPhila DNA have raised the necessity for the fine chromosome 

map. In this investigation we drew the computerized SSP EM map by using our original 

computer program， and localized DNaseI-gold binding sites on SSP 3L chromosome. The 

subdivision 68C and 7lC， including glue protein genes， were markedly bound with DNaseI 

gold， and the most of DNaseI-gold were found peculiarly to the approximately 30 nm 

chromatin fiber. This suggested that the DN aseI -gold binding fibers retain the loosened 

solenoid structure， which is different three-dimensionally from the conventional solenoid 

type. 

Index Terms 
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構を矢口るうえで重要となる.グロマチンの高次構造に関

して，従来，双麹自の唾腺細胞核の多糸染色体が細胞遺

真核生物特有の遺伝子の形態であるクロマチンはコア 伝学の材料として頻繁に用いられてきた.多糸染色体は

ヒストンを含んだヌクレオソームと呼ばれる基本構造に DNAの複製物が分離せずに平行に並んだもので，この

より DNAをpackingしている.そして更に30nm fi民 ために染色体の相同部分が規則的に並列し多数の縞模様

berのソレノイド構造をとって凝集し，ヒストンやDNA を呈する.これを， band-interband patternと呼び，こ

結合蛋白と結合して 3次元構造へと発展する.様々な蛋 のパンドの配列は種に特異であり今までに染色体地図が

白質をコードする DNA配列もクロマチン構造中にあっ 整備されてきた.このバンド地図は遺伝子地図 (gene

て初めて機能すると考えられており，活性遺伝子と対応 map)と対応しており，電顕レベノレでのより詳細な染色

して多様型をとるPロマチン構造の解明は遺伝子発現機 体地図の作製が DrosophilaDNAの細胞学的な map-
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pingなど，近来の細胞遺伝学の進歩の中で要求されてい

る.

そこで我々は， Ka1isch らの方法に準じて surface-

spread polyt巴ne(SSP)法1)-6)による D.melanogaster 

の電顕的染色体地図を作製し，更に，パンドパターンを

モデノレ化するコンピュータ・プログラムの開発によって

バンド構造のより詳細で明確な computerizedEM map 

を作製した.

又，形態的な解析ばかりでなく近年初 situhybrid 

法7ト9)などにより genemappingの電顕的解析がなされ

ている.これらのテクニックには通常の押しつぶし標本

や超薄切片法による多糸染色体が多く用いられている.

今回我々は多糸染色体上の活性Fロマチン部位を電顕的

に解析する為に， SSP法で多糸染色体を広げ， grid上で

DNasel-Gold複合体と反応させる方法を試みた10). この

方法は DNasel による DNA切断の顕度がヒストンや

DNA結合蛋白との結合による DNAの保護の程度に依

存しているために，酵素の activatorを用いずに酵素基

質の結合能を温存した状態では，転写活性化したクロマ

チンなどがその結合部位となる事を利用している 11)12)• 

当実験では，D. Melanogas品erの多糸染色体のうち 3L

染色体に注目し， DNasel-Gold染色した後ロータリーシ

ャドウイングを行い， gold標識されたクロマチン活性部

位を先に作成した computerizedEM m却を使って電

顕的に解析し，検討したので報告する.

材料と方法

双麹目の Drosophilamelanog，ωter Oregon Q2の第

3令幼虫の唾腺染色体を材料とした.Fig.1に実験方法

の全体図を示す.

① Surface-spread polytene (SSP)法

唾液腺を pre-treatmentsolution (3.18 M !lエン酸，

8.82M プロピオン酸〉の中で摘出し， 10μl の pre四

treatment solutionの入ったマイクロチューブに移して

10分間静置した後，針でほぐし，更に40分-120分室温

でインキュベートした.シリコン処理したスライドグラ

ス上にspr巴adingm巴dium(4M ur巴a，0.3 M HCl • pH 2 

0)をひろげ，マイクロチューブ内の susp巴nsionの水滴

をマイグロピベットの先に作り静かに接触させた.位相

差顕微鏡でよく広がった染色体を探し， ホノレムバーノレ膜

をはってカーボン補強した one-hol巴gridで拾い， D.D 

W で10分間洗浄してからイソプロパノーノレで、脱水し，

風乾してから， JEOL-100 C透過型電子顕微鏡で観察し

た.

② Computerized EM mapの作成

SSP法により得た 3L染色体の電顕的染色体地図のう

ちから，1)重なりの無いまっすぐな染色体， 2)相同部分

の分離，破れなどのない染色体， 3)横方向，縦方向への

ひろがりの度合の高い染色体， 4)多糸化の度合が類似し

ている染色体， 5)幼虫の成長段階がほぼ同じ染色体.以

上の条件を満たすものを数本選び，比較検討しながら 4

種類のバンドタイプを用いてバンドパターンをコンビュ

ータマウスにより入力した.このコンビュータプログラ

ムで、は更に条件の良い標本を得た場合，新たなバンドの

insert，バンドタイプの change，バンドの幅や長さの数

値・マウスの両方法による change，が可能である.

③ DNasel-Gold solutionによる染色

A. DNasel-Gold complexの作成

DNasel (SIGMA) 50μgをD.W.で溶解し， 10 mlの

colloidal gold (φ17nm)と0.15mlの5%ポリエチレ

ングリコール (M.V. 20000)を静かに混合して 4'c， 

24000 r目p.m.で40分間遠沈した後，上澄みを除去し，残

りを DNasel-Goldcompl巴xsolutionとして使用した.

B. SSP染色体の染色

①の要領で、広げた多糸染色体を gridに捨い D.D.W

で洗浄した後， PBS (PH 6.0)に10分間 floatさせて

PH調整を行った.Aで作成したDNasel-Goldcomplex 

を PBS(PH 7.2)で50倍に希釈し，この solution上

に gridを floatさせて 3TCで1時間インキュベー卜し

た後， 0.01 % Twe巴n20 (PBS， PH 7.2)で洗浄し D.

W.でjetwashしてからイソプロパノーノレで、脱水，風乾

した.この脱水標本に白金・カーボンのロータリーシャ

ドウイング (Pι10'，C.10つを行い透過型電子顕微鏡

(JEOL.100 C)で観察した.

結果と考察

① SSP法による EMmap 

電顕的染色体地図と computeriz巴dEMmapをfig.2 

に示した.各セクションのA，B-区分は Bridges13)の

mapに準じた.今回得た 3L染色体のバンド総数は533

本で， Bridgesの516本より増加している.更によく広

がったSSP染色体標本が得られれば，より多くのバンド

数になる可能性もある.しかし， Sorsa叫らの mapのパ

ンド数よりは少なくなっておりこれは超薄切片法による

彼らの mapが 3L染色体を部分的に観察しているため

と考えられる.

② DNas巴I-Goldstain SSP chromosome 

金標識された多くの部位のうちで常に特異的に金標識

されたのは68C， 71 C部位であった (FIg.3， 5.). この

部位は glueprot巴in遺伝子を含むことが知られている
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が15}16)，この glu巴 protein遺伝子は8種類の sgspro-

t巴insをコードしており，この遺伝子群は3令幼虫後期に

唾腺でのみ発現する発生時期，発生組織ともに特異的な

遺伝子と言われている同.染色体のパフ形成は3令中期

にintermoltパフと呼ばれる一群のパフ形成に始まり，

踊化が近づくとそれに変わり earlyノミフ， lateノミフが形

成されてくる.パフは一般に転写活性の高い場所であり，

このように幼虫の成長段階によってパフ形成が変化して

いく事は発生に伴う唾腺で、の遺伝子発現の推移を顕著に

示している.当実験で用いた3令後期の幼虫の唾腺染色

体において 68C部位の金襟識されたパンドが71Cのそ

れに比べて多い事は， 68C部位では glueprotein遺伝

子のうち sgs-3，7， 8の構造遺伝子を持つのに対し， 71

C部位が sgs-6のみである事と関連があると予想される.

又， 68C部位ではクロマチンに沿って縦方向に約5000A

の長さに金標識された部分が見られ，他のイ γターバン

ドが金標識されなかった事を考えると hn-RNA合成期

におけるクロマチンの活動的な転写が伺える.この金標

識された転写活性の activeな部分の DNAが仮に完全

に nakedな状態であったとすると，この DNAは約

1400 bpの長さになり又， ヌクレオソーム構造をとりな

がらそのリンカー DNAだけが完全に stretchした状態

であるとすると，約3600bpとなる.しかし， Fig_ 4に

示した高倍写真を見ると金標識された繊維の太さは， ロ

ータリーシャドウイングに因って多少太く見える事を考

慮に入れても殆んどが約30nmであった.この事は，ソー

レノイド構造が保持されている事を示唆しているが，

DNaseIと結合し得る程度にソレノイドの三次元構築が

looseになっていると考えられる.又，この部分を除いて

大部分のコロイド金が約30nm fiber上で間隔をおいて

ついている.これはソレノイド構造の中で，その転写活

性により一部構造的な変化がおきて凝集の緩んだ部分が

ある間隔毎に生じ，その部分がDNaseIの攻撃を受けた

結果とみる事ができる.つまり調節領域を含む転写活性

領域を示す活性クロマチンも，ヌタレオソームコアヒス

トンを持つことになるが， このヒストンが DNAに沿っ

て動くポリメラーゼの障害になるとは考え難く，活性領

域のコアヒストンは不活性領域のものと構造的に異なっ

ているか，又は， ヌクレオソームと DNAとの結合が緩

んでポリメラーゼの移動を容易にしていると考えたほう

が自然である.しかし，転写活性の盛んな DNA領域が

その転写産物で保護されたために金標識されなかった可

能性も無視できない.

又， glue prot巴in遺伝子のうちの sgs-3遺伝子と類似

した塩基配列を持つ遺伝子に hsp-26，27がある.これ

は，高温ショック (heatshock protein genes) 19)叫と呼

ばれ sgs遺伝子群と同様に発生時期特異性を示す.当実

験で用いた3令後期の 3L染色体に珍いては， 63 BC・64
EF・67Bの各部位が heatshockノミフ (HS刊を形成
することが知られている (Fig.2). Sgs遺伝子群， hsp 

遺伝子群共にステロイドホノレモンであるエクダイソンに

その発現が制御される事が既に知られており円遺伝子

発現とホノレモンの関連を容易に予想できる.

近年， DNaseIの高感受性部位を決める多くの実験に

より，この部位が転写活性の高い部位の 5'端のすぐ上流

に局在する事が報告されている22)叫叫.これは，その転写

調節配列がある領域やその付近が高感受性領域である事

を示している.つまり，先に述べたように当実験で金標

識された部分の DNAが実行に nakedな状態である可

能性は薄く，転写活性領域は立体構造の異なったヌ Fレ

オソームコアヒストンを含んで広域にわたる事になり，

遺伝子発現とクロマチンの広域にわたる構造変化との関

連が示唆された.

結 語

多糸染色体にま士ける!7Pマチン活性部位を DNaseI-

Goldを用いて電顕的に解析した結果調節領域を含む活

性遺伝子のタロマチγ領域を znVZ1ノ0に近い状態で再現

する事ができた.更に!7ロマチンの 3次元構築への発

展が期待される.

本論文の要旨は，第94回日本解剖学会総会(1989，宮

崎〉にて展示発表した.
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Explanation of figur巴s

Fig.2目 Transmissionelectron microscopic (TEM) map and computerized map of salivary 

gland chromosom巴inD. melanogaster Oregon Q2. TEM image of all 3L chromosome are 

prepared by surface.spread polyten巴 (SSP)m巴thod.The glue prot巴ingenes (T) and 

h巴atshock protein gen巴s(マ)localized in 3L chromosome ar巴indicated. (X2300) 

Fig.3目 TEMimage of the division 68 s巴quencelabeled with DNaseI.gold. The two labeled 

bands involv巴din the region are indicat巴dby arrow marks 

Fig.4目 Sameexperiment as in Fig. 5， and labeling sit巴 isfully magnified. Band (B) and 

int巴rband(IB) region are easily distinguish巴d

Fig目 5. TEM image of th巴division71 s巴quencelabel巴dwith DNaseI.gold. The arrow indicated 

laabeling band 
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