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蛍光染色法及び蛍光in situハイブリダイゼーション法による

植物病原糸状菌の染色体解析
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は じ め に

近年， 光学顕微鏡 レベルでの菌類染色体の観察法のー

っ と し て ， 蛍光染色法 に よ る 観察が酵母 を 中心に試み ら

れ， 従来の古 典的染色法 と 明視野顕微鏡の組み合わ せで

は達成で き な か っ た微小な染色体の識別が可能 に な っ て

き た。 さ ら に， よ り 最近では， 蛍光標識 を 用 い た蛍光zn

situ ハ イブ リ ダイ ゼー シ ョ ン法 (fluorescence in situ 

hybridization， 略称 FISH) が， こ れ も 酵母で報告 さ れ

始め て お り ， 動植物の分野では既に確立 さ れて い る 分子

細胞遺伝学的技術が菌類の染色体に も 適用 で き る こ と が

実証 さ れて い る 。
こ れ ま での と こ ろ ， そ れ ら の新 し い手法 を 用 いた観察

例 は酵母 に偏 っ て お り ， 糸状菌 を対象 と し た報告 は ほ と
ん ど な い のが現状であ る 。 し か し， 両者の染色体の基本
構造 に 本質的 な 差異 は な い と 考 え ら れ， ま た ， パ ル ス

フ ィ ー ル ド ゲ ル電気泳動 (PFGE) に よ る 核型分析か ら

は大半の糸状菌が酵母 よ り 大 き い染色体を持っ て い る と

推定 さ れ る の で， 酵母で成功 し た 観察手法 は植物病原菌

を含む多 く の糸状菌 に対 し で も威力 を発揮 す る と 期待 さ
れ る 。

本稿では， 植物病原糸状菌の染色体観察や細胞遺伝学
的解析に 今後必須の手段 と な る であ ろ う 蛍光染色法 と そ
の応 用であ る FISH に つ い て ， 筆者 ら が最近行っ た研究

例 を 中心 に概説す る 。 植物病原糸状菌の染色体に興味を

持たれて い る 方々 の ご参 考に なれば幸 い であ る 。

I 蛍光染色法による染色体観察

こ こ でい う 蛍光染色法 と は， 蛍光顕微鏡で観察で き る
よ う に 染色 体 を 蛍光色素 で染 め る 手 法 を 指 す。 こ れ は
FISH の よ う に 複数の技術を組み合わ せ た 複雑な手法で
は な いが， 糸状菌の微小な染色体の観察 に は き わ め て有

効であ る 。 ま た ， 染色体標本の作製方法や蛍光顕微鏡 に

よ る 観 察 方 法 に 関 し て FISH と 共 通 す る 点、 が 多 く ，

FISH を 実施す る 際に も 不可欠 な基礎技術であ る 。 そ こ
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で， II に述べ る FISH の基礎 と し て ， ま ず蛍光染色法 に

つ い て説明す る 。

1 蛍光染色法の特徴

蛍光染色法では， 蛍光色素 を染色体 DNA に 結合 さ せ

る こ と に よ っ て染色体を染色す る 。 し た が っ て ， 蛍光染
色に よ る 染色 体像 と は， 多重に コ イ ル化 し折 り畳 ま れた

DNA 繊維の蛍光像 と 考 え て よ い。

蛍光染色法の利点、 は ， ギ ム ザ染色や オ ルセ イ ン染色な

ど従来の染色法が持つ 欠点， す なわ ち ， 染色の特異性及

び染色感度の 限界 ( ど こ ま で微小な染色体を染色 し て 可

視化で き る か) が不明であ る こ と ， 初心者では安定 し た

染色結果 を 得 に く い こ と ， 試料作製や染色 に手聞がかか

る こ と ， と い っ た 諸点が解消 さ れ， 特異的で鋭敏 な染色
が比較的容易 に行え る こ と であ る 。 さ ら に ， 多重染色や

生体染色が可能であ る こ と も 利点 と し て あ げ ら れ る 。 一

方， 欠点 と し て は， 蛍光の減衰 の た め長時間 の観察が困

難であ る こ と が最大の 問題であ っ た が， 現在では減衰 を
抑制す る 試薬の添加や画像解析装 置の発展 に よ り ， こ の
点 は ほ ぼ解決 さ れて い る 。

染色方法 は ， 染色原理 に 基づ き 次 の二 つ に 大別 で き

る 。 一つ は， 未変性の染色体 DNA に直接結合す る 蛍光

色素 を用 い る 方法で， 色 素分子 は お の お の の性質 に基づ

い て DNA 分子 に イ ン タ ー カ レ ー ト (intercalate) し た

り ， イ オ ン結合に よ っ て 結合す る 。 し た が っ て， 染色 は

色 素溶液に標本 を 浸潰す る だけ で達成 さ れ， 多重染色 も

容 易 に 行 え る 。 他 の 方 法 は ， Schiff 試 薬 に pararo

sanil ine や acrifl avine な どの蛍光色素 を 用 い， DNA を
Feulgen 染色す る 方法であ る 。 こ の場合， 蛍光色素は加水
分解で脱 プ リ ン 化 し た DNA に 対 し 共有結合で結合す
る 。 こ の染色方 法 は， 特異性が高く ， DN A量 の測 定にも
利用 で き る 反面， 加水分解処理な ど の操作 を必要 と し，

多重染色や生体染色 も 困難であ る 。 蛍光染色法 と し て 菌
類で広 く 用 い ら れて い る の は前者の染色法であ る 。

染色 に使用 す る 色素 は ， DNA ( あ る い は RNA を含め

た核酸) に特異的 に結合す る こ と ， 特定の波長で励起 さ

れ強 い蛍光 を発す る こ と ， さ ら に ， 蛍光 の減衰 が抑制可
能であ る こ と な どの諸性質 を併 せ持つ も の が望 ま し い。

核酸染色 性の色素 は 多 い が， こ の条 件 を満 た し て実際に
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染色体用 に使用 さ れて い る 色素 と な る と ， か な り 限定 さ

れ る 。

菌類で最 も よ く 用 い ら れて い る 色素 は， 4'， 6-diami 
dino - 2-phenyIindole (DAPI) であ る 。 DAPI は特に蛍

光強度が強いた め ， 微小染色体の観察 に は不可欠 と な っ
て お り ， そ の染色特異性 は， 分子が 2 本鎖 DNA の小溝
(minor groove) に入 り 込み， 塩基対 A - T と 特異的に
イ オン結合す る こ と に よ る 。 DAPI 以外で は ， DNA や
2 本 鎖 化 し た RNA に イ ン タ ー カ レ ー ト す る

propidium iodide (PI) も 用 い ら れ る 。 acridine orange 

や mithramycin は核染色 に 用 い ら れて き た が， 染色体 に
は使用 さ れて い なし〉 。

染色後の試料を蛍光顕微鏡で観察す る 際の原理や操作

は， 蛍光抗体法 な どの蛍光観察法 と同様であ る 。
2 体細胞染色体の観察

菌糸 や分生子 な どの体細胞の分裂 時に 現れ る 体細胞染

色体 (somatic chromosome， mitotic chromosome) は ，

染色体サ イ ズが極端 に 小 さ い こ と や， 染色体の凝縮 ・ 分

離が核膜の存在下で起 こ る こ と ， さ ら に細胞が固 い細胞

壁で保護 さ れて い る こ と な どが障害 と な り ， 観察 は難 し
い と さ れて き た 。 し か し ， 分裂 酵母 (Sch i・'zosaccharo
mycesρombe) や以下に述べ る 数種の植物病原糸状菌で

は ， 染色体標本作製技術の工 夫 や 蛍光染色 法 の 導入 に

よ っ て詳細な観察が可能 と な っ て き た 。

分裂 酵母での観察 は， 京都大学の柳 田 ら の グループに

よ っ て 行 わ れた が， こ れ は 蛍光染色法 を 用 い て菌類の体

細胞染色体 を 詳細 に 観察 し た お そ ら く 最初 の 例 で あ る

(UMESONO et al . ，  1983) 。紙 面の都合上 ， そ の紹介は省 く

が， 温度感受性変異体 と 蛍光染色法 を駆 使 し た彼 ら の一

連の研究 は， 糸状菌 を 材料 と す る 場合 に も参 考 に すべ き

点が多 い。

こ こ では， 筆者 ら が行 っ た植物病原糸状菌の観察例 に

つ い て， そ の方法 と 結果 を紹介す る 。

( 1 )  観察方法

1 )  染色体標本の作製 (FISH に も 共通)

筆者 ら は， 白根 ら の方法 (SHIRANE et al . ，  1988) を 用 い

て， 灰色かぴ病菌 (B. cinerea) ，  ト マ ト ア ル ターナ リ ア

茎枯病菌 ( Alternaria alternata tomato pathotype) ，  
Nectr勿haematococca 菌 ( 不完全世代 : Fusariu 1何so .

lani} の染色体標本 を作製 し て い る 。 そ の手順 を 図-1 に

示 し た。
本方法の原理は， 分生子発芽管細胞の破裂 を利用 し て

染色体を細胞外に放出 し， ス ラ イ ドガ ラ ス 上 に 広 げ る と

いう も のであ る 。 細胞の破裂 は， ス ラ イ ドガ ラ ス 上 に付
着 し た発芽管 を 固定液 (酢酸ー メ タ ノ ー ル混液) に浸漬
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図-1 染 色体標本の作製手順
1 . 新鮮な 胞子を ス ラ イ ドガラ ス 上の 液体培地 中 で発芽さ

せ る . 培養は， 供試菌の種類 ご と に条件の検討が必要で
あ る . B. cineγea では， 胞子濃 度 5X 10 '/ml， 暗黒下
23'Cで 7 . 5 時間培養す る (PDB使用l .

2 . 蒸留水に浸潰し ス ラ イ ドガラ ス を 軽く振っ て培地 と 未
発芽胞子を洗い流す. 発芽胞子は， 付着した ま ま ス ラ イ
ドガラ ス 上に残る .

3 蒸留水か ら 引き上げ，ペーパー タ オ ルや伊紙 で 過剰な水
分を吸い取る .

4 . メ タ ノール ・ 酢酸混液に浸演し， 室温下 30 分間 静置す
る . こ の 過程 で 染色体が細 胞か ら 放 出 されス ラ イ ドガラ
ス 上に固定され る . 混液の 組成 はB. cinerea で 99% メ タ
ノール :氷酢酸= 9 : 1， A. alternala と N. haematococca 
で 17 ・ 3 であ る .

5 火炎を軽くくぐ ら せて乾燥させ る .

し た と き に起 き ( 白 根， 私信) ， 放出 さ れた染色体 は こ の

固定液 に よ っ て 化学的 に 固定 さ れ る と と も に， ス ラ イ ド

ガ ラ ス 上 に 付着 す る 。 同 一核 由 来 の 染色体 は ， 集 団 に

な っ て広が る の で， 核の染色体構成 を調べ る こ と が可能

と な る 。

標本作製の最大 の ポ イント は， 固 定液中の メ タ ノ ール

と 酢酸の混合比であ る 。 白 根 (私信) 及 び筆者 ら の経験

では， メ タ ノール の割合が最適値 よ り 高 い と 細胞の破裂

率 は向 上す る も の の， 放出 さ れ る 染色体が破壊 さ れや す
く な る 。 逆に， そ の割合が低 い と破裂 率が低下 し， 染色

体が ほ と ん ど放出 さ れな く な る 。
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良い標本 を 得 る には， 中期染色体が高頻度 に 出現 し て
いる細胞柴田を破裂さ せ る こ と が必要であ る 。 動植物で
は， そ の た め に氷冷やコル ヒ チンな どの紡錘体形成阻害
剤処理に よって 中期染色体像を 強制的に干害積 し ている
が， 病原糸状菌では現在の と こ ろ 有効な処理方法が確立
さ れていない。 し た がって， 染色体像を増やす には， 均
一な胞子発芽 (核分裂を 同調化さ せ る た め) と細胞を破
裂さ せ る タ イ ミング (分裂中期に あ る 核の頻度が高い時
期を選ぶ) が重要であ る 。

本方法が適用 で き る 条件は， 核分裂時に ク ロ マチンが
凝集し て明確な染色体を形成す る こ と ， 及び胞子発芽管
(あ るいはそ の代用物 と し て の菌糸) がス ラ イ ドグラ ス 上
に付着す る こ と であ る 。鞭毛菌類や接合菌類では体細胞
分裂時に ク ロ マチンが 凝集 し な い と さ れ る 種 が あ り
(HEATH， 1980) ， そ の場合には本方法は使え ない。 ま た，
必須条件ではないが， Botηtìs属菌のよう に発芽管細胞
が多核で， 同調的に核分裂す る 性質 を持つ菌の ほ う が単
核細胞の菌よ り も 標本中の染色体の 出現率が高 く ， 材料
と し て 有利であ る 。 なお， 白根 ら は上記の菌以外に数種
のBotlytis属菌， Sclerotin ia s clerotio1'ltm， Ven !uria 

n as hicolaに対 し て も 本方法が適用 で き る こ と を確認 し

ている (向上文献) 。
2 ) 染色

上記の方法で作製 した染色体標本は， 細胞質の被濫が
比較的少な し 蛍光染色は き わ め て容易であ る 。

染色は， 1μ'g/m lの DA PIを含む蛍光減衰防止液 を標
本にマウ ン ト し， カバーグラ ス を か けて，室温下10 分程
度暗所保存す る だ け で完了す る 。 蛍光減衰防止液 と し て
は，かp h enyl en ediamin e を有効主成分 と す る Jo hnson

ら の処方液 (JOIINSON an d ARAUJO， 1981) を用いる。 ま た，
1 ，  4-dia zo b icyc lo (2.2.2) octan e (DABCO) を有効主成

分 と す る 減衰防止液 (高橋 ・ 堀， 1991) も 同程度に 有効
であ る 。

染色に は DA P I 以外の色素 も 使 え る が， P I のよう に

D)JA と RNA 両方 に 結合す る 色素の場合は， 前 も って
RNas eで処理 し ， 標本中 か ら RNA を 除去 し て お く必
要があ る 。

3 ) 蛍光観察

落射型蛍光顕微鏡を用い， DA P I 染色標本 をU励起
( オ リ ンパス BH 2 - DMUキ ュ ープ使用) で観察す る 。

対物レンズはプレパラ ー ト の ス キャンに 40 倍， 詳細な
観察 に 100 倍を用いる (いずれ も 蛍光観察用レンズ) 。
写真撮影は， I SO 400 の ネ ガカラ ーフィルム を 用い， 露
出 を アンダ一気味に し て撮 る 。 染色体の本数や形態の分
析は， 顕微鏡下で実際に見なが ら 行 う こ と も 可能であ る

が， 写真に撮ってプ リ ン ト の画像を み る ほ う が簡単で，

正確に行え る 。
( 2 ) 実例
上記の方法で観察 し た B. ciηe1'ea と A. alte1':ηataの

染色体 を匡1-2及び口絵カラ ー写真 に 示 す 。 DA PI染色

による蛍光像は， ギム ザ染色像よ り も 鮮明で， 染色体の
形態や本数の調査が十分可能であった。 特に， 形態に つ

いては， サ イ ズの相違， 動原体 と 推定 さ れ る 狭窄部の存
在， さ ら に 突起状の構造 (梶棒状の短い も のや紐状の長
い も の) な どが特徴 と し て認め ら れた 。 こ れ ら は今後の
核型分析に 有用 な指標 と し て利用 で き る と 考 え ら れ る 。

ま た ， Bo! Iytis spp では， 筆者 ら が観察 し た と 同様の突
起構造を白根 ら が既に報告し ている ( S I JI川NE et a l.， 

1988， 1989) が， ギムサー染色像だった た め に そ の実体に
ついては不明であった。今回の DA P I 染色の結果か ら ，

突起構造は染色体 と し て の凝縮状態か ら 解放さ れた ク ロ
マチンであ る こ と が明 ら か と なった 。

図-2 蛍光染色による染色体像

DAPIでB. cinel叩 (a， b)とA. a!te円wta (c)の染色体

を染め，U励起法で観察した. b中の矢印 は ， ク ロ マチ ン の

突起構造を示す. a中のスケーノレバー は 2 μm で， b と cに

も共通. 口絵のカラー写真像も参照の こ と.
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な お， 個々 の染色体は 2 本の姉妹 染色分体か ら 構成

さ れて い る は ずであ る が， 蛍光染色像 に は そ れ を示す縦

裂 像 は み つ か ら な か っ た。 こ れ は， 姉妹 染色分体が密接

し て お り ， 光学顕微鏡の分解能では識別で き な い た め と
思 わ れ る 。

3 減数分裂染色体の観察

減数分裂 染色体 (meiotic chromosome) は一般的 に
体細胞染色体 よ り 大 き し 空間的に も 広がっ て配置 し て
い る ので， 観察 は体細胞染色体 よ り も 容易であ る 。 と こ
ろ が， 蛍光染色 に よ る 減数分裂 染色体の詳細 な観察 は，
筆 者 ら の知 る 限 り 出芽酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 

と ア カバ ン カ ビ (Neuro ゆora crassa) に つ い て し か報告

がない。

出芽酵母では， 空気乾燥法で作製 し た第一分裂 中期二

価 染色体 の DAPI 標本 に つ い て 詳細 な 蛍光顕微鏡観察

が行 われた (K UROIWA et al . ， 1984， 1986) 。 そ の結果， 一

般の植物染色体の千分のー の オ ー ダー の サ イ ズ (PFGE

分析で染色分体当 た り 約 200 kb) し か な い最小染色体す

ら DAPI 染色 に よ っ て 観察 で き る こ と が実証 さ れ る と

と も に ， 蛍光強度か ら 個々 の染色体や核小体形成体 (仁

形成体， NOR) の DNA 量 も 推定 さ れた。 そ こ で用 い ら

れた染色体標本作製方法や DNA の定量方法 は， 植物病
原糸状菌で も 十分利用 で き る と思 わ れ る 。 実験手法 に 関

し て は詳 し い邦文解説が あ る ( 中村 ・ 黒岩 ， 1987: 宮

JI I ，  1988) 。

一方， ア カバ ン カ ビ に つ い て は， acrifl avin を Schiff

試薬に 用 い， Feulgen 染色法で減数分裂 染色体が観察 さ

れた (RAJ U ， 1986) 。 こ の染色法 を使え ば， 従来の染色法

では十分染 ま ら なか っ た複糸期や間期 1 ， 11 ， III の染色

体が明瞭 に観察で き ， さ ら に染色体数の決定 も 正確に行

え る こ と が明 ら か に さ れた。

11 FISH 

in situ ハ イ プ リ ダイ ゼー シ ョ ン法 (lSH) は， 標識 し

た核酸プロ ー プを細胞や染色体な ど の標本中 の核酸 と直

接ハ イ プ リ ダイ ズ (分子雑種形成) さ せ， プロ ー プ と 相

補 的な塩基配列 を持つ核酸の存在部位 を検出す る 方法で

あ る 。 FISH と は， ISH の手法の う ち特 に， ハ イブ リ ダイ

ズ し た非放射性プロ ー プ を蛍光 シ グ ナ ルで検出 す る タ イ
プの も の を いう 。

FISH は現在， 高等動植物の遺伝子マッ ピ ン グや染色
体の構造解析に頻用 さ れ， 染色体を対象 と す る 研究 に は
不可欠 の手法 と な っ て い る 。 と こ ろ が， FISH の菌類 に
おけ る利用 は ま だ始 ま っ た ばか り で， 報告 と し て は酵母

と 筆者 ら が行 っ た病原糸状菌の例があ る の み で る 。

1 原理と特徴

FISH は互 い に異 な る 分野で確立 さ れた技術が組み合

わ さ っ た複合的な手法であ る 。 す な わ ち ， 染色体標本の
作製， 標識 DNA プロ ー プの 作製， ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン， 蛍光染色， 蛍光抗体法的観察 と い っ た細胞遺伝

学や 分子遺伝学領域 の 技術が融合 し て FISH が成立 し
て い る 。 こ れ ら の う ち ， 根幹 と な る の は も ち ろ んハ イ プ

リ ダイ ゼー シ ョ ン であ る が， そ の原理や操作 は サ ザ ン プ
ロッ ト ハ イブ リ ダイ ゼー シ ョ ン 法な どの他の分子雑種形
成法 と 同 じ で あ る 。 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 め

FISH を構成 す る 各技術 に つ い て は， そ れぞ れの分野の
実験書等 を参 考 に し て い た だ く と し て ， こ こ で は ISH の
一 手法 と し て の FISH の特 徴 を 中心 と し て説明す る 。

ま ず， FISH と 他 の ISH と の 関係 に つ い て 述べ る 。

ISH に は い く つ かの手法があ る が， 一般的 に は， プロ ー

表ー1 FISH に用い ら れ る 代表的な標識 検出系

標識用ヌ ク レオ チド

ピオ チ ンー7-dATP
H l l -dCTP 

H l l -dUTP 
H 自14-dATP
H 16-dUTP 

(ニッ ク ト ラ ン ス レー シ ョ
ン， ラ ン ダム プラ イ マー ) C)

ジゴキ シ ゲ ニ ンー16-dATP

H ー16-dUTP

(ニッ ク ト ラ ン ス レーシ ョ
ン， ラ ン ダム プラ イ マー) c) 

ア セ チ ル ア ミ ノフ ルオ レン
(AAF) 
(グア ニ ン残基の 直接的修
飾) c) 

蛍光色 素b)-4-dUTP
M ー l l -dUTP
11 ー12-dUTP
H - 15 -dATP 

(ニ ッ ク ト ラ ン ス レー シ ョ
ン， ラ ン ダム プラ イ マー) C)

検 出

l段階 2段階

アピジ ン ー蛍光色 素剖
( ス ト レプ ト ア ピ ジ
ン ー蛍光 色 素)

ヤギ抗ピオ チ ン ロ パ抗ヤギ ー
蛍光色 素a)

抗 ジゴキ シ ゲ ニ ンー
蛍光色 素.)
マ ウ ス 抗 ジゴキ シ ヤギ抗マウスー

ゲニ ン 蛍光色素')

マ ウ ス 抗 AAF ヤギ抗マウスー

蛍光色素.)

叫: フ ル オ レセ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC) . amino methyl 
coumarine acetic acid (AMCA) ， ロ ー ダ ミ ン，テキサ ス レッ
ドな ど.

b) . フ ルオ レセ イ ン
c) . プロ ープへの 導入方法
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ピオチン標識
(ニyクトランスレーション)

RNase処理

チオピ

↓

 

染色体DNA変性

文/一

一2

-

ハイプリダイゼーション

プロープ

スライドガラス

染色体の染色

蛍光顕微鏡観察

蛍光シグナル

図-3 ピオ チ ン ーアピジ ン系 を用いた FISH の 概略 (文献13) よ り改変)

一一一 14
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プの標識 に放射性同位元素 (RI) を使 う か， あ る い は非
放射性化合物 (非 RI) を使 う か に よ っ て二つ に分類 さ れ

る 。 前者の RI 法 は ， ハ イ プ リダ イ ズ し た標識 プロ ー プ

(通常 3H 標識) か ら 出 たβ 線 の 飛跡 を乳剤 に 感光 さ

せ， 出現 した銀粒子 を観察す る 方法であ る 。 こ の方法 は

検出感度 は 高 い が， RI 設備 を 必要 と す る こ と や検出 に
長時間 を要す る こ と ， さ ら に は シ グナ ルの位置が不確実

でノ イ ズが出やす い と い っ た難点が あ る 。 一方， 後者の

非 RI 法 に は ， 検 出 シ グ ナ ル と し て 蛍光 を 用 い る 蛍光

法， すなわ ち FISH と ， 酵素の発色反応 に よ る 色素沈着

を利用す る 酵素法があ る が， い ずれ も ハ イブ リ ダイ ズ し

た部位上 に 直接 シ グ ナ ル を 出 現 さ せ る 方法 で あ る 。 非

RI 法 は ， RI 法 と 比べ て や や検出感度が落ち る と い わ れ

る が， RI 設備 を必要 と せ ず， 短時間で精度 の高 い分析結

果が得 ら れ る と い う 長所があ り ， 最近の ISH の実験 に は

こ の非 RI 法が多用 さ れ る 。 特 に ， 染色体 を対象 と した
ISH に つ い て い え ば， FISH の使用が圧倒的 に 多 い。

FISH では， い く つ かの プロ ー プ標識一検出系が用 い

ら れ る (表一1) が， そ の う ち 最 も 頻用 さ れ る の は， ビ オ チ

ン アビ ジ ン の 1 段階反応 の系であ る 。 こ の系では， ビ

オ チ ン化ヌ ク レ オ チ ド を ニッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン法や

ラ ン ダム プ ラ イ マ 一法でプロ ー プ DNA に 導入 し ， 検出

に は ピオ チ ン と 特異的 に 結合す る アビ ジ ン を利用す る 。
ア ピ ジ ン に は あ ら か じ め FITC やロ ーダ ミ ン など の 蛍

光 色素 を結合 さ せ て あ る の で， 励起光 照射に よ っ てビ オ

チ ン と アビ ジ ン の 結合領域 か ら 蛍光 シ グ ナ ル が発せ ら

れ， 結果 と し て 蛍光 顕微鏡下で プロ ー プ と 標的 DNA の
ノ、ィ プ リダ イ ズ部位 を確認で き る 。 そ の概略 を 図-3 に示

した。 ビ オ チ ンー ア ピ ジ ン以外の 系 で は ， プロ ー プの標

識は同様に行 う が， 検出 に抗原抗体反応 を利用す る ジ ゴ

キ シ ゲ ニ ン ー抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗体系 も よ く 用 い ら れ

る 。 ま た ， 最近では ヌ ク レ オ チ ド に直接蛍光 色素 を付加

した 化合物 (例 え ば， フ ルオ レ セ イ ン 15-dATP) が開

発さ れ， こ れ を プロ ー プに取 り 込 ま せた場合， 特別 な検

出操作は不要であ る 。

表 l 中 の 2 段階反応 は， 試料中 の標的 DNA の反復 数

が少な い など の理 由 で 1 段階反応 では 弱 い シ グナ ル し か

得 ら れな い と き に ， シ グ ナ ルの増幅 の た め に使用 す る 。
rRN A 遺伝 子 の ようにl か所 で高度に 反復 す る配列に

つ い て は 1 段階反応 で十分であ る 。

非 RI 法 と し て の FISH の長所 は 前述 し た が， 他の手

法 に は な い FISH の大 き な利点 は， 複数の標識一検出系

を組み合わ せ て 多様な解析 を 行 え る こ と で あ る 。 例 え

ば， 二つの異な る プロ ー プに つ い て そ れぞ れ異 な る 標識

一検出系 (蛍光 シ グ ナ ル色 も 異な る ) を適用 し， 同時に

ハ イ プ リ ダイ ズ さ せ る こ と に よ り ， 試料中 での二 つ の標

的部位の位置関係 を一度 の実験で解析す る こ と が可能 に
な る 。 こ れ は， 2 色標識F ISH と 呼ばれ る が， さ ら に 3

色以上の標識 も 可能で， こ れ ら 多色標識 FISH は動植物
の遺伝子マッ ピ ン グ の研究 に お い て 複数の遺伝子の染色

体上での位置関係の解析 に 重用 さ れて い る 。 こ の ほ か，

染色体の全 体を標識す るぺ イ ン テ ィ ン グ法 (chromosome
paint ing) や ゲ ノ ム 特異 的配列 の検出 に 有効 な in situ 

サ プ レッ シ ョ ンハ イ プ リ ダイ ゼー シ ョ ン法 (suppression

hybridizat ion) など 次々 と 新 し い応 用手法が開発 さ れて

い る 。

2 体細胞染色体 への応用

菌類 の体細胞染色体に つ い て は， 分裂 酵母 と 筆者 ら が

扱 った 病 原糸状菌で FISH に よ る 観察が行わ れた 。

分裂 酵母では， rRNA 遺伝子 (rDNA) ， 動原体配列 ，
テロ メ ア隣 接配列 の三つ を プロ ー プ と し， ジ ゴ キ シ ゲ ニ

ン 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン抗体系の l あ る い は 2 段階反応 が

使われた (UZA WA and Y A NAGIIlA ， 1992 ; FU NA BIKI et aI. ， 

1993) 。 標識蛍光 色素 は テ キ サ ス レッ ド ， ロ ーダ ミ ン， フ

ルオ レ セ イ ン であ る 。 こ れ は， 菌類 に お け る FISH の最

初の適用例であ り ， rDNA が座上す る 染色体の 同定や核
分裂 時の動原体， テロ メ ア の行動の解析が分裂 酵母で可

能 と な っ た 。

筆者 ら は， 1 で述べた B. cinerea と A. alternata の体
細胞染色体 に対 し て rDNA を プロ ー プ と す る FISH を
行い， こ の手法が植物 病 原糸状菌 に も 適用 でき る こ と を

示 す と と も に， 供試菌の染色体や核型 に つ い て い く つ か

の新知見 を 得 る こ と がで き た (TAGA and MU RA TA ， sub. 

mit t ed) 。 以下に は， 筆者 ら の 実験方法 と 結果 に つ い て

述べ る o
( 1 )  実験操作

F ISH の手順の概略 は 図一 3 に示 し た と お り であ る 。 そ

れぞ れの操作 は次の よ う に行 う 。

染色体標本の作製

① I の蛍光 染色用 の標本作製法 と 同 じ 方法で乾燥標

本 を作 る 。

② D N ase-free R N  ase ( 2  x SSC に 溶解， 100μ g/ 

ml) を適当量標本 に滴下 ， 湿室内 で 370C下 ， 1 � 2  

時間処理 す る 。
③ 2XSSC で洗浄， 次 い でエ タ ノ ー ル シ リ ー ズ (70%

85%-99%) に そ れぞ れ 5 分間浸潰 し て脱水 し た後，

風乾 し て ハ イブ リダ イ ゼー シ ョ ン に供試す る 。

注) : FISH 用 の標本 と し て は ， 染色体がで き る だ け裸

出 し て い る こ と が望 ま し い。 筆者 ら が用 い て い る 白根 ら

の 方 法 は こ の 点 で優 れ て い る 。 な お ， 分裂 酵母で は ス
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フ エ ロ プラ ス ト 化 し た 固定細胞 を破裂 さ せず， そ の ま ま

用 い て い る 。

標識プ ロ ープの作製

い く つ かの標識用市販 キ ッ ト が利用 で き る が， 筆者 ら
は ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 法 で biotin-14-dATP を
導入す る BioNick LabeIl ing System (GIBCO BRL) を

使用 し て い る 。

① TE で希釈 し た プ ロ ー プ DNA (全量 1 μg) を 用

い， キ ッ ト の処方 に従っ て 反応 さ せ る 。
② 反応後の溶液 を エ タ ノ ール沈殿処理 し (-20 o Cで

l晩， あ る い は-80 o Cで 30 分以上) ， プロ ー プに取 り 込

ま れな かっ たヌ ク レ オ チ ド を除 く 。

③ 沈殿 し た DNA を乾燥後， 1O�20 μf の TE に溶

解 し て-20 o Cで保存 ( 1 年程度の長期保存可能)。

注) : プロ ー プ DNA は， ベ ク タ 一部分 を含んでい た方

がハ イ プ リ ダイ ズ時の ネ ッ ト ワ ー ク 形成の効率が良 く ，

シ グナ ルが大 き く な る の で観察 し や す い。

ハイ ブ リ ダイゼー シ ョ ン

別々 に変性 さ せた プロ ー プ と 染色体標本 をハ イ プ リ ダ

イ ズ さ せ る 方法 も あ る が， 筆者 ら は簡便法であ る 同時変
性法 を 用 い て い る 。

① 次の組成のハ イ プ リ ダイ ゼー シ ョ ン溶液を準備 す

る 。

脱イ オ ン化 ホ ルム ア ミ ド
50% (w/v)硫酸デキ ス ト ラ ン

20 xS SC 

液量 (μl) 最終濃度

50 50% (v/v) 

20 10% (w/v) 

10 

超音波処理済サ ケ精 子 DNA 1 
ビオ チ ン標識プ ロ ー プ (25�100 ng/μl) 

2 x SS C  

100 ng/μf 

8 �19 2 �20 ng/μJ 

② ス ラ イ ド グ ラ ス の標本部分に 15 μJ のハ イ ブ リ ダ

イ ゼ ー シ ョ ン 溶液 を 載せ ， カ バ ー ガ ラ ス (18 x 32 

mm) を かぶ せ る 。

③ ラ パー セ メ ン ト で カ バ ー ガ ラ ス の 周 囲 を シ ー ル

し， 30 分程放置す る 。

④ 78�80 o Cの ホ ッ ト プ レ ー ト で 1 . 5 分間加熱 し， プ

ロ ー プ と染色 体の DNA を変性 させ る 。
⑤ 湿室 に入れ， 370Cで 12�15 時間イ ン キ ュ ベー ト す

る 。

検出

① ラ パ ー セ メ ン ト を ピ ン セ ッ ト で は ぎ取 り ， カ バー

ガ ラ ス を 2 x SSC 中 で は ずす。
② 370C の 50% (v/v) ホ ル ム ア ミ ド 2 x SSC に 10

分間浸演。

③ 2 x SSC に移 し， 室温下 10 分間静置。 こ れ を も う

一 度繰 り 返 す。
④0 . 05% (v/v) ツ イ ー ン 20 - 4 x SSC に 移 し ， 室温

下 5 分間静置。

⑤ ブロ キ ッ ン グ液 ( 3 %BS A- 4 x SS C) を 200 μJ

載せ， 室温下 5 分間静置。
⑥ プ ロ ッ キ ン グ液 を軽 く 切っ た後， ア ビ ジ ン -F ITC

( プ ロ ッ キ ン グ液で 10 μ:g/ml に調整 し た も の) を 40

M載せ， カ バー ガ ラ ス を か け る 。

⑦ 湿室 に入れ， 37 ' Cで 1 時間 イ ン キ ュ べー ト す る 。

⑧ カ バ ー ガ ラ ス を は ず し ， 0 . 05% ツ イ ー ン 20 -
4 xS SC に 浸漬， 遮光下室温で 5 分間洗浄。 こ れ を 4
回繰 り 返 す。

⑨ 2 x SSC ですす い だ後， 染色 液 (DAPI と PI い ず
れ も l μg/ml， 蛍光減衰 防止液で調整) を載せ， カ
バー ガ ラ ス を か け て 遮光下 30 分間染色。 蛍光滅衰 防

止液 は I で述べ た と 同 じ ]ohnson ら の処方液 を 用

い る 。

蛍光顕微鏡観察

① U励 起で DAPI 染色像 を観察 し， 良 い染色体像 を

探 す。
② B (オ リ ンパ ス BH 2 -DMB キ ュ ー プ使用) ま た

は IB励 起 (同 BH 2 -DMIB) に切 り 替 えF ITC の
シ グ ナ ル (黄色) と PI 染色 し た 染色体 (赤色) を観

察す る 。
③ 写真撮影は I と同様 に行う 。

( 2 ) 実例

B. cinerea と A. alternata の体細胞染色体に対 し て

FISH を適用 し た 。 プ ロ ー プ と し て は名古屋大学の柘植
ら によっ て Bluscribe M 13 (Stratagene) に ク ロ ー ン化

さ れた ナ シ黒斑 病 菌 (A. alternata ]apanese  pear pa

thotype) の rDNA (TSUGE et al . ，  1989) を 用 い た 。 こ の

rDNA の ク ロ ー ニ ン グ は い く つ か の 断片 に 分 け て 行 わ

れて い る が， 筆者 ら が用 い た プ ラ ス ミ ド ( 2 種類 を混合

使用) 中 に は， 反復単位のうち， 28 S， 5 . 8  S 及び転写 さ

れ る介 在配列 の全領域， さ ら に 18 S領域の半分以上が含

ま れて い る 。
FISH の結果， プ ロ ー プ は両 菌の染色 体 DNA とよく

ハ イ プ リ ダイズ し ， 明瞭な FI TC の シ グナ ル を観察す る
こ と がで き た ( 口絵写真参 照) 。 口 絵 に お い て 黄色の部

分が FITC によ る シ ク。 ナ ルであ り ， 両閣 の ゲ ノ ム 中での

rRNA 遺伝 子 ク ラ ス タ ー の存在部位 を示 し て い る 。 シ グ

ナ ルの形状は， 両 菌 と も 短い梶棒状の も の か ら 数 珠玉様

を呈 す る 長い紐状の も の ま で変異があっ た が， ど の シ グ
ナ ル も 小 さ い 1 本 の染色 体の先端付近か ら 出 て い た 。 こ
れ ら の観察結果 は， 両 菌 の ゲ ノ ム に は rRNA 遺伝 子 ク ラ
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ス タ ー， つ ま り NOR が一つ し か存在せ ず， し か も 核分裂

時に は， そ の部位の ク ロ マ チ ンが高度 の凝縮状態か ら 解

放さ れて ダ イ ナ ミ ッ ク に 変化 し て い る こ と を 示 し て い

る 。 ま た ， 蛍光染色で観察 さ れた ク ロ マ チ ン の突起構造

は NOR であ る こ と も 明 ら かであ る 。 なお， NOR が凝縮
状態か ら 解放さ れて い る と い う こ と は， rRNA 遺伝 子が
転写状態 に あ る こ と を示唆 し て お り ， 菌類では高等動植

物 と は異 な り 核分裂 中 に も 核小体が存続す る と い う 細胞
学的知見 と 符合す る 。

3 減数分裂染色体への応用

ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に 広 げた 出芽酵母 の パ キ テ ン (太

糸) 期染色体標本 に対 し て ， ビオ チ ン ア ビ ジ ン系 と デ
コ キ シゲ ニ ンー抗デゴ キ シ ゲ ニ ン抗体系 を利用 し た 2 色
標 識F ISH を 適 用 し た 例 が あ る (SCHERTHAN et al . ，  

1992) 。 プ ロ ー プ と し て rDNA と 第 5 染色体特異 的配

列， 標識蛍光色素 に は テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン B と

F ITC を 用 い て い る 。 彼 ら の研究以外 に は， 菌類での減数

分裂 染色体に対す る 報告 は 見当 た ら な い。

お わ り に

菌類， と り わ け植物 病 原糸状菌では， 染色体に関す る

知見の蓄積 に 乏 し し 研究対象 と し て い る 菌の染色体数

す ら 確定 し て い な い こ と も 多 い。 し か し ， 遺伝 子の行動
や個体 あ る い は 種 と し て保持 し て い る 遺伝 情報の総体

新 刊 紹 介

『天敵農薬ーチ リ カ ブ リ ダ こ そ の生態と応用 ー」
森 奨須 編

A 5 版， 130 頁， 定価 2， 400 円
日 本植物防疫協会 1993 年 10 月 発行

本書 は， 編者の森 奨須博士 は じ め， チ リ カ プ リ ダニ
研究 の第一線で活躍中 の斎藤 裕 ・ 古 橋嘉一 ・ 中 尾弘
志 ・ 芦原 E各氏の共著 によ る も の であ る 。 書名 の 「天
敵農薬」 と い う 言葉 は ， 従来使用 さ れて い る 「生物農
薬J と 同義 に 用 い ら れて お り ， 本書の 中 で 「天敵 と し て
害虫の数を減 ら す能力が抜群であっ て も ， 何か他の理由
でそ の土地に土着で き な い生物J を ， 農薬のよ う に あ ら
か じ め生産 し て お い て 「適宜放飼す る と い う 利用法」 で
あ る と 定義 さ れて い る 。 欧米では生物農薬 (biotic insec
ticide) と い う 言葉が， Trichogramma の利用 な どで見 ら
れ る 大量放飼 (inundative release) に 限定 し て 用 い ら れ
て い る の で， そ れ と の混同 を避 け る 意味か ら ， チ リ カ プ
リ ダニ な どの接種的放飼 (inocul ative release) を も 含む
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(ゲ ノ ム) が染色体 と い う 構造 に 基盤 を 置 い て い る 以上，

染色体に 関す る 知見の必要性 は 明 白 であ る 。 本稿で紹介

し た 蛍光染色法やF ISH は， 菌類に お け る こ の状況 を打
開す る た め の強力 な武器 と な る は ずであ る 。 今後， 多く

の研究者が こ れ ら の手法 を 試み， よ り 洗練 さ れた技術へ

と 改良 さ れ る こ と を期待す る 。
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周期的放飼全般 を指す言葉 と し て ， 妥 当 な 用 法 と 思わ れ
る 。

本書の 内容 は， 副題に あ る と お り ， 主 と し て チ リ カ ブ
リ ダニ の生態 と そ の農薬的利用 に 関す る も の であ り ， 天
敵の増殖販売 を計画 し て い る 企業の技術者や， 現場でそ
れ を利用 す る 農業従事者の手引書 と し て も 役立つよ う に
と の配慮か ら か， 極 め て 平易 な文章で書かれて い る 。 ま
ず， ハ ダニ の被害 と 従来の防除法 に つ い て の紹介 に 始 ま
り ， ハ タ。ニ と そ の有力天敵カ プ リ ダニ の研究史， チ リ カ
プ リ ダニ の生態的特徴 と 農薬的利用 に 関す る 基礎知識，
そ の増殖 ・ 利用方法， 施設園芸 に お け る 利用試験の実例
と 問題点 な ど を含む。 中 で も 注 目 さ れ る の は， 著者 ら が
独自 に 開発 し， 目 下特許申請中の大量増殖技術の詳細 を
解 説 し て い る 点であ る 。 天敵農薬 の 開発 を 目 指 し て い る
わが国の各企業が， こ の技術 を さ ら に 改良 し て本天敵農
薬の 国産化 を 実現 さ せ る 上で， 本書 は 大 い に参 考 に な
る 。 ま た 各都道府県 の 研究者 ・ 技術者や 農業従事者 に
とっ て も ， 本天敵利 用 の 実用化 と 普及 に 役立つ も の と 確
信す る 。 (九州大学農学部 村上陽三)


